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Resumen

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es el subtipo mas agresivo y de peor
prondéstico. Se ha descrito que los pacientes con tumores con CMTN presentan una
mayor probabilidad de desarrollar metastasis y mimetismo vasculogénico (MV).
Diversos estudios sobre los OMICS han revelado la importancia de los microRNAs
(miRNAS) en diferentes procesos biolégicos de la célula, incluido el cancer, un ejemplo
de ello es el supresor de tumores miR-204 que en CMTN se reportd que inhibe el MV
a través de la inhibicion de la expresion y fosforilacion de proteinas implicadas en las
vias de sefializacién de PI3K/AKT, RAF1/MAPK, VEGF y FAK/SRC. El desarrollo de
este trabajo de investigacion se realiz6 en dos etapas. A través de un analisis
bioinformético de un perfil de expresion de miRNAs obtenido de datos publicos se
seleccionaron un set de miRNAs en pacientes de CMTN. De este andlisis se
identificaron 26 miRNAs sobreexpresados en tumores con metastasis con respecto
con los que no desarrollaron metastasis. Mediante analisis de prediccion se
identificaron que estos miRNAs tienen diferentes RNAmM blancos que participan en el
MV vy la tales como VEGF, HIF, MMP, SMAD2, ZEB1/2 entre otros, los cuales se han
descrito que promueven el desarrollo del MV o se encuentran asociados a la
angiogénesis, el MV y la metastasis. Posteriormente, se corrobord la posible
interaccion de estos 26 miRNAs con sus blancos mediante un analisis de interaccion
de redes usando la herramienta miIRNET. Las redes de interaccién respaldan que
posiblemente estos miRNAs pudieran estar participando en el desarrollo de la
metastasis y el MV a través de la modulacién de la expresion de sus transcritos
blancos. En la segunda etapa del desarrollo de este trabajo, se estudié un grupo de
10 miRNAs totalmente diferente al andlisis bioinformatico para determinar si estos
tenian un papel en el MV y metastasis en pacientes mexicanas con CMTN. Se
investigd la participacion de los miRNAs en pacientes mexicanas con CNTN: 4
pacientes con metastasis y 6 pacientes sin metastasis. Posteriormente, para identificar
la presencia de MV en los tejidos tumorales se realizaron tinciones dobles de
CD31/PAS por inmunohistoquimica. Se obtuvieron los siguientes resultados: se
detectaron estructuras vasculares formadas por las células tumorales con CD31-
/PAS+ lo que incida que son MV+ y con presencia de eritrocitos en su interior, lo que

sugiere el transporte de sangre hacia las células tumorales. Se identificaron también
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estructuras tipicas del MV en mayor proporcion en tejidos tumorales de mama de
pacientes que desarrollaron metastasis en comparacion con las pacientes que no
desarrollaron metastasis. Se analizé la expresion de 10 miRNAs en las poblaciones
antes mencionadas. En los tumores que desarrollan metéstasis se observd un bajo
nivel de expresion de 5 miRNAs: miR-142-3p, miR-31, miR-148a, miR-200b, miR-145
con respecto a los no metastasico. Mientras que el miR-125b y miR-9* se detectaron
con una sobreexpresion en tejidos metastasicos. Sin embargo, el miR-526b, miR-126
y miR-29b no mostraron cambios significativos en sus niveles de expresién en ambos
grupos de estudio. La desregulacién de estos miRNAs (miR-142-3p, miR-31, miR-
148a, miR-200b, miR-145 miR-125b y miR-9*) podria indicar que estan participando
en promover el desarrollo del MV en las pacientes que presentaron metastasis,
mediante la modulacién de la expresidén de sus transcritos blancos, impactando en
diversas vias de sefializacion que dan origen al MV y metastasis. En conclusion, del
analisis in silico se identificaron 26 miRNAs sobreexpresados en pacientes con CMTN.
En el analisis in vitro se identificaron a 5 miRNAs con bajos niveles de expresion que
promueven el MV a través de la desregulacion de los blancos en pacientes con
metastasis. Mientras que dos miRNAs se encuentraron sobreexpresados en este
mismo grupo en comparacién en tejidos no metastasicos. Por lo tanto, nuestros
resultados indican que este conjunto de mMiRNAs potencialmente estan siendo
modulados en la metastasis en tumores de CMTN que desarrollaron mimetismo

vasculogénico.
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Abstract

Triple negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive subtype with the worst
prognosis. It has been described that patient with tumors with TNBC have a higher
probability of developing metastases and vasculogenic mimicry (VM). Various studies
on OMICS have revealed the importance of microRNAs (miRNAS) in different biological
processes of the cell, including cancer, one example of this is miR-204, which in CMTN
was reported to inhibit MV through the inhibition of the expression and phosphorylation
of proteins involved in the PI3K/AKT, RAF1/MAPK, VEGF and FAK/SRC signaling
pathways. The development of this research work was carried out in two stages.
Through a bioinformatic analysis of a miRNAs expression profile obtained from public
data, a set of miRNAs in CMTN patients are selected. From this analysis, 26 miRNAs
were identified that are overexpressed in tumors with metastases relative to those that
do not develop metastases. Through prediction analysis, it was identified that these
miRNAs have different target mMRNAs such as VEGF, HIF, MMP, SMAD2, ZEB1/2,
among others, which have been described as promoting MV development or
associated with metastasis. Subsequently, the possible interaction of these 26 miRNAs
with their targets was confirmed by network interaction analysis using the miRNET tool.
The interaction networks support that these miRNAs could possibly be participating in
the development of metastasis and MV through the modulation of the expression of
their targets. In the second stage of the development of this work, a group of 10 totally
different miRNAs was proposed for bioinformatic analysis to determine if they have a
role in MV and metastasis in Mexican patients with CMTN. The participation of miRNAs
in Mexican patients with CNTN was investigated: 4 patients with metastasis and 6
without metastasis. Subsequently, to identify the presence of MV in tumor tissues,
double CD31/PAS staining was performed by immunohistochemistry. The following
results were obtained: vascular structures formed by tumor cells with CD31-/PAS+
were detected, which indicates that they are MV+ and with the presence of erythrocytes
inside, which suggests the transport of blood towards the tumor cells. MV structures
were identified in a higher proportion in tissues from patients who developed
metastases compared to patients who did not develop metastases. The expression of
10 miRNAs in the aforementioned populations was analyzed. In tumors that develop

metastasis, a low level of expression of 5 miRNAs was demonstrated: miR-142-3p,
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miR-31, miR-148a, miR-200b, miR-145 with respect to non-metastatic tumors. While
the miRNAs: miR-125b and miR-9* are detected with overexpression in metastatic
tissues. However, the miRNAs: miR-526b, miR-126 and miR-29b did not show
significant changes in their expression levels in both study groups. The deregulation of
these miRNAs (miR-142-3p, miR-31, miR-148a, miR-200b, miR-145, miR-125b and
miR-9*%) could indicate that they are participating in promoting the development of MV
in patients that metastasis appeared, by modulating the expression of its white
transcripts, impacting on various signaling pathways that give rise to MV and
metastasis. In conclusion, 26 overexpressed miRNAs in TNBC patients were identified
from in silico analysis. In vitro analysis identified 5 miRNAs with low expression levels
that promote MV through target deregulation in patients with metastasis. While two are
found to be overexpressed in this same group compared to non-metastatic tissues.
Therefore, our results indicate that this set of studied miRNAs are potentially being

modulated in metastasis in TNBC tumors that develop vasculogenic mimicry.
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1. Introduccion
1.1 Anatomiay funcion de la mama

Anatémicamente las mamas estan localizadas en la altura del térax, esta compuesta
por tejido glandular, el cual, es el productor de leche, el tejido conectivo que conecta
los I6bulos, vy el tejido adiposo. Ademas, esta irrigada por una red de nervios, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, ganglios linfaticos, tejido conjuntivo fibroso vy
ligamentos. Las glandulas mamarias femeninos contienen alrededor de 12 a 20
I6bulos que se conectan por los ductos que transportan la leche, los cuales llegan a
la base del pezon (Akram et al., 2017). Los factores que influyen en el desarrollo del
cancer de mama pueden ser fisicos, quimicos o biolégicos. Estos causan
alteraciones en el genoma y epigenoma. En condiciones fisiolégicas, diversas
investigaciones han demostrado que el tejido mamario sufre alteraciones que

pueden originar el desarrollo de cancer.

El cancer de mama es un grupo complejo de enfermedades que se caracteriza por la
acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas que regulan diversas
funciones bioldgicas en las células del tejido mamario, conduciendo a desarrollo
descontrolado de las células, dando origen a una masa o0 bulto tumoral.
Epidemiolégicamente, el cancer de mama es el cAncer mas comun entre mujeres con
una incidencia a nivel mundial de 2,261,419 casos nuevos por afio (2020) y un indice
de mortalidad del 6.9% donde el nUmero de muertes reportado fue de 684 996 por
afo (Sung etal., 2021) (Fig. 1). Mientras que en México se reportan 29 929 (15.3%)
nuevos casos por afio (2020) con un indice de mortalidad del 8.8 % (7 931 muertes
por afio). (GLOBOCAN 2020).
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Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Number of deaths in 2020, both sexes, all ages

Breast
Z 261 419 (11.7%) Lung
1796 144 (18%)

Lung Other cancers

2206 771 (11.4%) 3 557 464 (35.7%)
Other cancers
8275 743 (42.9%) Colorectum Colorectum
1931 590 (10%) 935 173 (9.4%)
Prostate Prostate Liver
1414 259 (7.3%) 375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Cesophagus Stomach Pancreas Stomach
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Cervix uteri Liver Oesophagus Breast
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%) 634 996 (6.9%)
Total: 19 292 789 cases Total: 9 958 133 deaths

Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial. Estimaciones del
2020. A laizquierda se ilustra el nUmero de nuevos casos de los diferentes canceres
mas comunes en ambos sexos y todas las edades. A la derecha el nUmero de

muertes por cancer en ambos sexos, en todas las edades. Tomada (Sung etal., 2021).

1.2. Clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama se clasifica en base a las caracteristicas histolégicas (subtipo
histolégico pre-invasivo o invasivo) y subtipos moleculares intrinsecos (Luminal A,
Luminal B, HER2 y cancer de mama triple negativo (CMTN)). En base a esta
clasificacion se elige el tratamiento terapéutico mas adecuado a cada paciente (Ver
Fig. 2) (Harbeck et al., 2019).

1.2.1 Subtipo histoldgico pre-invasivo o invasivo.

El cancer que no se ha extendido mas alla del I6bulo o los conductos donde se
encuentra se denomina in situ. El subtipo de cancer pre-invasivo se caracteriza por
gue no se ha extendido mas alla del I6bulo donde se encuentra el tumor, y se
denomina in situ, estos pueden ser: Carcinoma lobulillar in situ (CLIS):
Tumor benigno con un riesgo asociado a cancer, las células del tumor no se han
extendido fuera de los l6bulos del tejido mamario (Akram et al., 2017). Carcinoma

ductal in situ (CDIS): Cancer no invasivo, limitado al conducto mamario. El cancer
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de mama invasivo ocurre cuando las células anormales del interior de los I6bulos o
los conductos lacteos invaden regiones proximales del tejido mamario (Akram et al.,
2017). Por otra parte, el carcinoma del subtipo histolégico invasivo se caracteriza
por que se ha extendido més alla del I6bulo o los conductos que se encuentran en
el carcinoma inicial original, infiltrando el tejido, estos son: Carcinoma lobulillar
infiltrante (CLI): También llamado como carcinoma lobulillar invasivo. Se origina en
los lI6bulos mamarios y se extiende a otras areas del cuerpo. Carcinoma ductal
infiltrante (CDI): También llamado carcinoma ductal invasivo. Se desarrolla en los
conductos lacteos e invade tejido graso de la mama u otras partes del cuerpo
(Akram et al., 2017).
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Figura 2. Clasificaciéon histolégica y molecular del cancer de mama. La mama

esta conformada internamente por tejido adiposo, musculo, ductos y lobulillos.

Segun las caracteristicas histoldgicas, los subtipos del cancer de mama pueden ser

pre-invasivos o invasivos. Mientras que en base a las caracteristicas moleculares,

el cancer de mama puede ser de subtipo triple negativo, HER2, Luminal A o B.
Tomada de (Harbeck et al., 2019).

1.2.2 Clasificacion TNM

La clasificacion de TNM es un sistema de estadificacion del cancer en donde se

determina la ubicacién del tumor en el cuerpo, el tamafio del tumor primario (T), la

diseminacion del tumor a los ganglios linfaticos cercanos (N) y la metéastasis a

diferentes partes del cuerpo (M) (Cserni et al., 2018) (Sawaki et al., 2019). Las

caracteristicas que se toman en cuenta para esta clasificacion se resumen en la

tabla 1.

18



Tabla 1. Clasificaciobn TNM del cAncer de mama.

T- Tumor
T1 Tumor <2 cm T1 NO MO
T2 Tumor = 2 cm, pero = TO N1 MO
5cm
T3 Tumor=5cm A T1 N1 MO
T4 Tumor de cualquier T2 NO MO
tamafo con extensién
directa a la pared
toracica o la piel.
N- IIB T2 N1 MO
Nodos
linfatico
S
NO Sin cancer en el T3 NO MO
ganglio
N1 1-3 Nodulos axilares A TO N2 MO
afectados, metastasis
movil
N2 4-9 nodos linfaticos T1 N2 MO
afectados. Metastasis
regionales no méviles
N3 Cancer en los ganglios T2 N2 MO
linfaticos mamarios
internos en >10 nodos
linfaticos
M- T3 N1/N2 MO
Metastas
is
MO No evidencia de B T4 Cualquier MO
metastasis a distancia N
M1 Metastasis a distancia lnc Cualqui N3 M1
\Y) erT Cualquier
Cualqui N
erT

Tomada y modificada de (Ljuslinder, 2009).
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1.2.3 Subtipos moleculares del cancer de mama

Los carcinomas de mama se clasifican molecularmente en 4 grupos: Luminal A,
Luminal B, HER?2 y triple negativo. Sin embargo, estos grupos son homogéneos y
existen la necesidad de establecer subcategorias o subtipos que pueden ser
identificadas mediante inmunohistoquimica (IHQ), para que de esta manera se
determinar el prondéstico y establecer un tratamiento mas eficaz. Esta clasificacion
se basa en la expresion de marcadores moleculares como: el receptor de estrégeno
(RE), receptor de progesterona (RP) y factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2), asi como la expresion de ki67 un marcador de proliferacién celular,
comunmente empleado en la clasificacién de los subtipos luminal Ay B (ver Fig. 3)
(Wawruszak et al., 2021).

Los tumores con subtipo luminal A representan aproximadamente el 40% de los
canceres de mama, expresan los marcadores RE, pueden o no expresar el RP y no
expresan HER2 y con un nivel de expresion menor o igual del 14% de ki67,
presentan un mejor pronostico y pueden ser de grado histologico | o Il. Las pacientes
que presentan este subtipo tienen bajo riesgo y una menor probabilidad de
recurrencia del tumor (Gao & Swain, 2018; Malhotra et al., 2010). El subtipo luminal
B expresan el RE, HER2, pueden o no expresar el RP y un 30% de expresion de
ki67, pueden ser de grado Il o Ill. Aproximadamente el 20% de los pacientes
pertenecen a este subtipo y presenta una mayor expresion de genes implicados en
la mitosis y la proliferacién celular (Gao & Swain, 2018; Russnes et al., 2017). El
subtipo HER2 expresan el marcador ER, puede o no expresar RP, altos niveles de
HER2 y un Ki67 mayor al 14% y presentan un grado histologico de Il
Adicionalmente este subtipo también expresan la proteina tirosina cinasa
receptora HERZ2/erbB2/neu que regula el crecimiento celular (Russnes et al.,
2017). El subtipo triple negativo (TN), carece de los marcadores moleculares RE,
RP y HER2. También son denominados tipo basal-like debido a que expresan genes
tipicos de las células epiteliales mioepiteliales/basales, como las cito-
queratinas basales. Este subtipo representa del 10-15% de todos los canceres de

mama y se caracteriza por ser muy agresivo (Russnes et al., 2017). El triple negativo
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No basal-like y basal-like ambos son grado Ill. El no basal-like se caracteriza por
presentar un alto nivel de expresion de ki67 y es negativo para los marcadores antes
mencionados. El basal-like se identifica por su alto nivel de expresion de HER1 y
Ki67, asi como la alta expresion de citoqueratinas 5y 6 (Russnes et al., 2017). Otro
subtipo llamado baja en claudina representa ~6% de las muestras de cancer de
mama, carecen de proteinas de uniones estrechas (claudina 3 y E-cadherina), y se
caracterizan por una baja expresion de marcadores luminales y una alta expresion

de marcadores mesenquimales (Sabatier et al., 2014).

EI CMTN tiene una naturaleza heterogénea por lo que este se sub-clasifica en otros
7 subtipos: Basal-like 1 (BL-1), Basal-like 2 (BL-2), Inmunomodulador (IM),
Mesenquimal (M), Células madre mesenquimales (MSL) y receptor de andrégenos
luminal (LAR). Esta clasificacion se basa en los perfiles de expresion génica, por lo
que el subtipo BL1 y BL2 tienen una mayor sensibilidad a agentes que dafan al
DNA, con un elevado nivel de expresion de los genes involucrados al dafio al DNA,
asi como una aumentada expresion del gen Ki67 y de genes relacionados al ciclo
celular (Sporikova et al., 2018; Uscanga-Perales et al., 2016). El subtipo BL-2
expresa genes involucrados en las vias de sefalizacion de diferentes factores de
crecimiento: EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) , IGF-IR (El
receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina), y NGF (factor de
crecimiento nervioso), asi como alteraciones metabdlicas en la ruta de glucolisis,
gluconeogénesis, adicionalmente con alteraciones en marcadores mioepiteliales
(Shekar et al., 2020).

Los subtipos M y MSL se caracterizan por promover los fenotipos de transicion
mesenquimatosa-epitelial (TME) en los que las células mesenquimatosas pierden
sus propiedades moviles y migratorias y adquieren polaridad celular y adhesién al
epitelio, permiten la remodelacion de la matriz extracelular, diferenciacion celular,
angiogénesis y responden mejor a fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), rapamicina y
desatinib (Uscanga-Perales et al., 2016). El subtipo LAR se identifica por una alta

expresion de los receptores de andrégenos (RA), promueve la sefializacion
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hormonal y la sintesis de esteroides (Sporikova et al., 2018; Uscanga-Perales et al.,
2016). Las funciones primordiales y la proporcién de los subtipos CMTN se resumen

en la figura 3.

Proliferacién celular y respuesta a
dafio celular

Sefializacion del factor de Inestable BL1
crecimiento con marcadores 10%.,« S

mioepiteliales LAR N
10%
Sefializacién mediada por inmune BL2
sinapsis 20%
O MSL
% MET y diferenciacion 10%
=

MET, diferenciacion y potencial de
células madre; angiogénesis y
sefalizacion de factores de
crecimiento

20% 20%

Sefalizacién hormonal mediada
por receptor de andrégenos

HEEHEN

Proliferacion celular y respuesta al

Inestable .
dafo celular

Figura 3. Clasificacion del cancer de mama triple negativo. La
heterogeneidad de los tumores TNBC permite su sub-clasificacion en base a los
patrones de expresion en 7 subtipos: Basal-like 1(BL-1), Basal-like 2 (BL-2),
Inmunomodulador (IM), Mesenquimal (M), Células madre mesenquimales (MSC)
y receptor de andrégenos luminal (LAR), MET (transicibn mesenquimal-epitelial).
Tomada de Uscanga-Perales et al., 2016.
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1.3. Tratamiento del CMTN.

ElI CMTN se considera un cancer altamente agresivo debido a su alto indice de
proliferacion y su capacidad de desarrollar metastasis (Chang-Qing et al., 2020). La
falta de la expresion de los receptores RE, RP y HER2 hacen ineficientes a las
terapias endocrinas (hormonales) dirigidas hacia estas moléculas. Sin embargo, hay
diversos tratamientos para este subtipo de cancer (Tabla. 2) (Yin et al., 2020).

La quimioterapia neoadyuvante es el principal tratamiento para el CMTN (Medina et
al., 2020).

Taxanos. Detienen el ciclo celular al Inhibir la despolimerizacion de los micro
tubulos impidiendo la formacion de huso y fibras de huso en la mitosis. Ademas,

induce la apoptosis (Medina et al., 2020; Yin et al., 2020).

Antraciclinas. Es un farmaco quimioterapéutico que se deriva de Streptomyces
peucetius var. cesio que participa en la inhibicion de la sintesis de acidos nucleico.
Es usado para el tratamiento de diversos tipos de cancer, debido a que la
quimioterapia en conjunto con las antraciclinas disminuye la tasa de mortalidad en

pacientes con cancer (Yin et al., 2020).

Ciclofosfamida. Es un agente alquilante que actla retardando el crecimiento de las

células cancerosas a nivel del ciclo celular en la fase S.

Radioterapia. Promueve la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y la muerte
de células cancerosas a través de rayos de alta energia que se limitan solo al area

tumoral reduciendo el dafio a células normales (Chang-Qing et al., 2020).
Generalmente la cirugia es el primer tratamiento elegido para erradicar el cancer de

mama. Se pueden realizar dos tipos de cirugia, Lumpectomia o mastectomia

dependiendo de la localizacion y tamafio del tumor (estadio clinico).
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Lumpectomia. Esta cirugia consiste en la conservacion de la mama, en donde se
realiza la extirpacion de pequefios tumores y una pequefia cantidad de tejido

circundante unicamente (Chang-Qing et al., 2020).

Mastectomia. Es la extirpacion de la totalidad del tejido mamario y esta se basa si
la biopsia detecta metastasis del cancer de mama fuera del conducto lacteo (Chang-
Qing et al., 2020). En la tabla 2 se representan estas y algunas otras terapias y su

mecanismo de accion.

Tabla 2. Tratamientos para el CMTN. Tomada y modificada de (Medina et al., 2020).

Tratamiento Drogas Mecanismo Esquema/Dosis
convencional
Tratamiento Antraciclinas + Citotoxicidad** Doxorrubicina 20mg/m? méas
neoadyuvante Taxanos o Estabilizacion ciclofospamina 600 mg/m? 4
temprano para Capecitabina + Microtubulos semanas seguido de paclitaxel
TNBC (estandar taxanos Monoterapia 80 mg/m? 12 semanas
de oro) avanzado con ixabepilona o Capecitabina 1250 mg/m? por 14
0 metastasico Ixabepilena + dias + Docetaxel 75 mg/m?
capecitabina Ixabepilona 40 mg/m? por 3
semanas

Nuevos agentes Platinos (Carboplatio) Citotoxicidad e Sumando esquema estandar

neoadyuvantes Bevacizumab, Nab-  inmunoterapia Abraxane 125 mg/m?
(mutaciones paclitaxel con VEGF Carboplatino AUC, Bevacizumab
BRCA) 10 mg/kg
Agentes Antraciclinas y citotoxicidad Ciclofosfamida 600 mg/m? +
adyuvantes taxanos Doxorrubicina 20m? + Docetaxel

75 mg/m? por 3 semanas 6 ciclos

Cirugia: TNBC, el tratamiento quirdrgico es la preservacion de la mama

Radioterapia: La radioterapia (RT) a menudo se administra combinada o después de la
gquimioterapia. La RT también podria ser til después de la cirugia. Probablemente, se
beneficie de las mutaciones BRCA.
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1.4. Herramientas moleculares

Con los resientes avances en el desarrollo tecnolégico enfocados en las “OMICS”
se ha logrado identificar nuevas vias bioldégicas o moléculas individuales que
permitan la integracién de datos para determinar los procesos biolégicos en los
cuales participan los perfiles de expresion geénica, en diversas enfermedades
incluyendo el cancer de mama. Los conocimientos sobre la regulacion genémica y
epigenoma permiten entender como las alteraciones en estos procesos promueven
el desarrollo de diversos fenotipos que se caracterizan por ser mas agresivos e
invasivos y que tengan una pobre respuesta a los tratamientos. Se ha descrito que
las alteraciones epigenéticas que contribuyen al desarrollo y progresion del cancer
de mama son a través de la desregulacién de metilacion de DNA, acetilacién de
histonas y miRNAs, los cuales impactan en la regulacién de los hallmarks del
cancer. 1) Sefalizacion proliferativa sostenida, 2) Evasion de supresores de
crecimiento, 3) Resistencia a la muerte celular, 4) Induccién a la angiogénesis, 5)
Activacion de la invasion y metastasis, 6) Inmortalidad replicativa, 7) Inestabilidad
gendémica, 8) Inflamacién, 9) Reprogramacion del metabolismo energético y 10)
Evasion del sistema inmune (Fig. 4) (Hanahan & Weinberg, 2011). En particular en
este proyecto nos enfocamos en realizar el analisis bioinformatico en dos de los
hallmarks del cancer, como los mecanismos de neovascularizacion de los tumores,

especificamente el MV y la metastasis en los tumores de cancer de CMTN.
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Figura 4. Hallmarks del cancer. Procesos celulares que permiten y promueven la
transformacién de células tumorales. Disefiado con el software de Biorender.

http://app.biorender.com/biorender-templates
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1.5. Neovascularizacién tumoral

La neovascularizacion se refiere a los procesos mediante el cual, se forman vasos
sanguineos a partir de los existentes después de la proliferacion y migracion de las
células endoteliales. Este proceso es esencial en la angiogénesis fisioldgica, como
el desarrollo embrionario y la cicatrizacion de heridas. La neovascularizacion
tumoral tiene un papel fundamental en el desarrollo, progresion y metastasis de los
tumores. Los tumores soélidos comunmente establecen mecanismos de
neovascularizacion a través de los cuales obtienen nutrientes y oxigeno necesarios
para su crecimiento. Las formas de neovascularizacion tumoral son: cooptacion de
vasos, vasculogénesis, angiogénesis, angiogénesis intususceptiva, y mimetismo
vasculogénico (Fig. 5) (Q. Luo et al., 2020b).
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Figura 5. Tipos de vascularizacion presentes en los tumores. Los tumores
pueden estimular la formacién de diferentes tipos de vasculaciones a partir de
diferentes tipos de células como la vasculogénesis, angiogénesis, cooptacion de

vasos y mimetismo vasculogénico. CE: células endoteliales, CPEs: células
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progenitoras endoteliales, CT: Células tumorales, CRS: Células rojas de sangre

(globulos rojos).

Cooptacion de vasos. Las células cancerosas secuestran los vasos sanguineos

existentes para la perfusion a partir de dicha vasculatura (Latacz et al., 2019).

Vasculogénesis. Es un proceso en donde las células progenitoras endoteliales o
EPCs (por sus siglas en ingles endothelial progenitor cells) se diferencian a células
endoteliales para formar una red vascular de novo dentro del tumor (Vallée et al.,
2017).

Angiogénesis. Se refiere a la formacion de vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, este proceso impulsa el crecimiento tumoral y la metastasis (S. Li et
al., 2019).

Angiogénesis Intususceptiva. Es la formacion de un nuevo vaso sanguineo a

partir de la segmentacién de un vaso sanguineo preexistente (Q. Luo et al., 2020b).

Mimetismo vasculogénico. Canales tubulares formados por células tumorales
(Wei et al., 2021).

Antecedentes particulares

2. Mimetismo Vasculogénico

Se ha propuesto que el Mimetismo Vasculogénico (MV) puede ser un nuevo
hallmark del cancer debido que es un mecanismo similar a la angiogénesis. El MV
fue descrito por primera vez por Maniotis y colaboradores en 1999, en células de
melanoma agresivas, este mecanismo permite que las células cancerosas
adquieran nutrientes y oxigeno a través de la formacion de estructuras

microvasculares similares a canales tridimensionales (Maniotis et al., 1999).
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El MV es una estructura de tipo capilar o tubular formada por las propias células
tumorales y se caracteriza por la desregulacion de genes como vimentina,
Cadherinas y MMP2, entre otros. Este evento puede ser detectado por tinciones
dobles de PAS+/CD31-, que a diferencia de la angiogénesis esta formado por células
endoteliales que son detectadas por tinciones dobles PAS+/CD31+. Este mecanismo
induce la remodelacion de la matriz extracelular, los cambios en el microambiente
tumoral por la perfusion de los vasos que reduce el suministro de oxigeno y nutrientes
favoreciendo la formacion del MV (Salinas-Vera et al., 2019a). La formacion de MV
se ha observado en muchos tipos de tumores solidos altamente agresivos como
cancer de mama, higado, ovario, gastrico, prostata y melanoma. La presencia de
MV en tumores se ha asociado a un mal prondstico, al promover la resistencia a la
quimioterapia y baja supervivencia en pacientes con cancer (Hernandez de la Cruz,
et al, 2020). Ademas, se ha propuesto que el MV es un impulsor de la metastasis,
al permitir la perfusién y extravasacion de las células tumorales (Wagenblast.,
2015).

2.1. Factores que impulsan el desarrollo del MV

Se conoce que la divisién y proliferacién continuas de las células tumorales requiere
el consumo de grandes cantidades de oxigeno y nutrientes. Por lo tanto, el aumento
del tamafio del tumor favorece un microambiente hostil, debido a cambios en la
acidez del pH, disminucién de oxigeno, escases de nutriente y desregulacion de los
factores de transcripcion, asi como marcadores epiteliales y mesenquimales

favorecen la formacién del MV en cancer (Fig. 6).
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Figura 6. Marcadores moleculares y factores bioldgicos involucrados en el
desarrollo del MV. Microambiente tumoral y la transicion epitelio mesenquimal

contribuyen en la formacion del MV en céncer.
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pH acido

El microambiente del tumor se caracteriza por tener un pH acido. Debido a la alta
tasa proliferativa y al alto consumo de nutrientes. En los tumores solidos, el pH acido
se debe a la produccion de acido lactico durante el metabolismo fermentativo y otros
factores como la isoforma VIl de la anhidrasa carbodnica y los transportadores de
monocarboxilato, entre otros que se difunden hacia el estroma favoreciendo la
supervivencia y proliferacion del tumor. (Hernandez de la Cruz et al., 2020; Stock &
Pedersen, 2017).

Hipoxia

La disminucion del suministro de oxigeno hacia las células dentro del tumor genera
un microambiente hipoxico que favorece el desarrollo de un fenotipo méas agresivo
y metastasico (Jing et al.,, 2019; Wei et al., 2021). En cancer de mama, un
microambiente hipoxico aumenta los niveles de HIF-lalfa, Ve-cadherina, MMP-9,
EGFR, p-AKT y p-mTOR promoviendo el desarrollo del MV (Wei et al., 2021). El
factor inducible por hipoxia (HIF) juega un papel importante en el MV al regular
transcripcionalmente la expresion de diversos genes relacionados con la transicion
epitelio-mesenquimal como: Twistl, E-cadherina, EphA2 y VEGF-A (Q. Luo et al.,
2020b)(K. Liu et al., 2015).

Macrofagos y fibroblastos asociados a tumores

Los macréfagos asociados a tumores promueven la tumorigénesis, crecimiento,
migracion y MV de manera dependiente de COX2 a través de la via PGE2/EP1/PKC
0 a través de la via PKC mediante la secrecion de interleucinas IL-6 (Q. Luo et al.,
2020b). También los fibroblastos asociados a tumores (TAF) promueven el
desarrollo de MV al secretar TGF-B y SDF1 que aumentan de la expresion de VE-
cadherina, MMP-2 y laminina5y2 o a través de la sefializacion de EphA2-PI3K (Q.
Luo et al., 2020b).
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Cancer Stem Cells

Las células madre cancerosas (CSC) son una subpoblacién de células tumorales
con mayor capacidad de proliferacion, auto-renovacion y diferenciacion. Estas
células presentan marcadores especificos, como CD44, CD133, CD166,
transportadores ABC y aldehido deshidrogenasa-1 (ALDH1). Se ha reportado que
este tipo de células, tiene la capacidad de formar estructuras tubulares similares al
MV (Andonegui-Elguera et al., 2020; Delgado-Bellido et al., 2017).

Transicion epitelio-mesénquima (TEM).

Es el proceso mediante el cual las células epiteliales adquieren un fenotipo
mesenquimatoso al inhibir la expresion de moléculas de adhesion celular,
transformar el citoesqueleto y al adquirir caracteristicas morfolégicas de células
mesenquimales (Q. Luo et al., 2020b). La TEM promueven la expresion de
marcadores mesenquimales como vimentinas y regulan negativamente la expresion

de marcadores epiteliales como E-cadherina (Hernandez de la Cruz et al., 2020).

2.3. Via de sefializacion del MV

En distintos tipos de cancer incluido el cancer de mama, el MV es controlado
mediante la activacion de distintas vias de sefalizacion, entre las cuales se
encuentran la via de VEGF, VE-cadherina, via de NODAL, WNT (Fig. 7).

VE-cadherina

VE-cadherina es una proteina transmembrana, participa en la adhesién célula-
célula. Es regulada por el factor transcripcional HIF. Sus niveles de expresion y
fosforilacion se encuentran aumentados en células de cancer muy agresivas
propensas a desarrollar MV como en el cancer de mama (Andonegui-Elguera et al.,
2020).

En respuesta a la activacion de VEGF, la via de sefializacion de VE-cadherina es
activada mediante fosforilacion y recluta el receptor de la quinasa Eprin-A2 (EphA2)
a la membrana celular lo que conduce a la fosforilacion de la quinasa de adhesion

focal (FAK), esto, promueve la activacion de la quinasa reguladora extracelular
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(ERK) que a su vez induce la activacion las metaloproteasas (MMP) permitiendo la

degradacion de la matriz extracelular e induciendo la escision de la laminina5y2

y

I

(Ln5y2) en dos fragmentos pro-metastasicos denominados (Ln5y2
Ln5y2x) (Ayala-Dominguez et al., 2019; Delgado-Bellido et al., 2017).

VEGF

El MV puede ser regulado por la union del ligando de VEGF a su receptor iniciando
la activacion de la cascada de sefalizacién de PI3K que conduce a la degradacion
de la matriz mediante la accion de las MMP en cancer de mama. También, VEGF
fomenta el desarrollo del MV mediante la activacion de la sefializacion de VE-

cadherina, EphA2 y In5y2 (Ayala-Dominguez et al., 2019).

COX-2

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) promueve la conversion de prostaglandina H2 a
prostaglandina E2 (PGE2), activando los receptores prostanoides (EP1-4), que a su
vez activan la sefializacion PKC. La expresion aumentada de COX2 se correlaciona
con tumores agresivos, aumento de la proliferacion, invasion, angiogénesis y MV
(Kirschmann et al., 2012).

EphA2

El receptor hepatocelular productor de eritropoyetina (EphA2), presenta un aumento
de su expresion en tumores agresivos y se ha descrito que es un potencial regulador
de la formacion del MV a través de la sefializacion de la via PI3K y FAK en cancer
de mama (Q. Luo et al., 2020b)(Andonegui-Elguera et al., 2020).

NOTCH y NODAL

Las vias de sefalizacion de NOTCH y NODAL estan relacionadas con procesos
embrionarios y de células madre, que estan activados en tumores agresivos. Estos
son receptores transmembrana que cuando se unen a su ligando se libera el
dominio intracelular de NOTCH (NICD) translocandose al nlcleo donde promueve

la activacion de la expresion de diversos genes como NODAL. NODAL es un factor
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de crecimiento de la superfamilia de TGFf, al unirse a cripto induce la activacién de
los receptores AKL y ActRIIB favoreciendo la activacion de las SMAD y regular el
MV (Kirschmann et al., 2012).

WNT

La via de sefalizacion de WNT no canonica participa en muchos procesos
fisiologicos, sin embargo la activacion de mutaciones en esta via conduce a la
progresion de la tumorigénesis al promover el desarrollo vascular y angiogénesis
al participar en la diferenciacion de células endoteliales y remodelacion vascular (Qi
et al., 2015). Cuando WNT se une a su ligando activa los receptores Frizzled/LRP,
gue conduce a la estabilizacion de B-catenina y su translocacion al nacleo, donde
interactia con los activadores transcripcionales LEF/TCF para activar la
transcripcion de genes como la fosforilacion de LRP6 por CKly GSK3B permitiendo
la translocacion de un complejo HIF-1a, TWIST, entre otros que promueven el MV
(Wei et al., 2021).

Metaloproteasas (MMP)

Las MMP son enzimas proteoliticas que degradan la matriz extracelular
contribuyendo a la invasion, migracion y metastasis de las células tumorales. En
canceres altamente invasivas los niveles de expresion de las metaloproteinasas de
la matriz (MMP-1, 2, 9 y 14) estan sobreexpresados, facilitando la entrada de las
células tumorales al sistema vascular a través de la degradacion del colageno | al X
y XIV, agrecano, entactina, fibronectina, tenascina, laminina y vitronectina. Por otra
parte, la activacién de las MMP2 y MMP14 inducen el rompimiento de la laminina
5y2 en fragmentos promigratorios y2 'y y2 x que inducen la migracion, invasion de
las células tumorales y ademas promueven la formacion del MV en cancer de mama
(Kirschmann et al., 2012) (Andonegui-Elguera et al., 2020).
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Figura 7. Regulacion de las vias de sefializacién que promueven el MV en
cancer de mama. Esta figura muestra la activacion de las vias de sefalizacién
(VEGF/PIBK/ERK, NOTCH/NICD, EpHA2/FAK/ERK, NODAL/SMAD vy la via de

WNT5a) que promueven la formacion del MV.
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3. Proceso de metéastasis

El desarrollo de la metastasis en los tumores en estadios clinicos avanzados se
realiza en diferentes etapas, estas son: invasion de células tumorales a tejido
adyacente, extravasacion, circulacion, extravasacion y colonizacion., estos pasos
son requeridos para el desarrollo de un nuevo tumor secundario y es necesario
concluir cada una de las etapas y desafios con éxito (Fig. 8) (Fares et al., 2020).
Durante el crecimiento del tumor primario las capacidades metastasicas de las
células tumorales es desencadenado por mdultiples factores que involucra la
inestabilidad genética y gendmica, factores epigéneticos y microambientales (Ruiz-
Espigares et al., 2021; Welch & Hurst, 2019).

El microambiente tumoral, ademas de presentar poblaciones heterogéneas de
células tumorales, estd conformado por infiltrado de células inmunitarias como
células T, macrofagos, células dendriticas, células B, fibroblastos y neutrofilos.
Presenta una vasculatura desregulada, matriz extracelular, colageno, mala
perfusién, pH acido, baja concentracion de oxigeno, escases de nutrientes,
acumulado de subproductos metabdlicos, entre otras alteraciones. La comunicacién
por citocinas y el contacto célula - célula contribuye a la agresividad del tumor y
metastasis (Fernandez et al., 2019; B. Lim et al., 2018; Ruiz-Espigares et al., 2021)
Las células cancerosas desarrollan alteraciones morfolégicas promovidas por la
pérdida de las adhesiones célula-célula, permitiendo que las células invadan tejido
circundante. Durante la invasion, las células tumorales pierden temporalmente las
adhesiones célula-célula por medio de la transicion epitelio mesénquima (TEM)
promoviendo cambios morfolégicos que favorecen la invasion local de las células
cancerigenas para comenzar la metéstasis. Este proceso es llevado a cabo por la
expresion de diferentes factores de transcripcion, siendo los mas estudiados Snalil,
Slug, Twist y Zebl1 (Lambert et al., 2017). Posteriormente, estas células tumorales
deben remodelar la matriz extracelular que las rodea, mediante la produccion de
enzimas proteoliticas como las metaloproteinasas de matriz (MMP), Serin
proteasas, cisteinas proteasas, desintegrina, la metaloproteinasa ADAM, entre otras
que degradaran a la matriz para facilitar la entrada de las células tumorales al

sistema vascular, proceso llamado intravasacién (Welch & Hurst, 2019).
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En la intravasacion, las células tumorales ubicadas a lo largo del vaso sanguineo,
entran en mitosis lo que permite que la célula en division se interponga entre las
células del endotelio del vaso, logrando su separacion en la circulacion a través de
la compactacion del nucleo y el reordenamiento gendémico, potenciando su

capacidad metastasica (Fares et al., 2020).

Una vez dentro de los vasos, las células tumorales circulantes (CTC) viajan a un
nuevo sitio, ya sea de forma individual o en grupos. En esta etapa denominada
circulacion, solo un pequefio porcentaje (0.02-0.1%) de las células tumorales
sobrevive a la circulacion ya que estas células son atacadas por células del sistema
inmune; por lo que la activacion de la sefializacién de la proteina cinasa B (AKT)
tiene un papel esencial en la supervivencia de estas células en la circulacion.
También las CTC expresan CD47 que las protege de la fagocitosis de macréfagos,
la interaccion con las plaquetas alrededor de las células cancerosas también ayuda

a evadir el sistema inmune y soportar lesiones (Fares et al., 2020).

La extravasacion tiene lugar cuando las CTCs cruzan el vaso hacia el parénquima
(tejido g delimita érgano), aqui también participan las integrinas y se revierte el
proceso de transicion epitelio mesénquima (TEM), adquiriendo un fenotipo epitelial
mediante la transicibn mesenquimal-endotelial (MET). Algunos Organos tienen
vasos sinusoidales que son altamente permeables que favorecen a las CTC para la

extravasacion (Fares et al., 2020; Ruiz-Espigares et al., 2021).

En la colonizaciébn solo un pequefio porcentaje de las CTC entra a un sitio
secundario donde se deben de enfrentar a un nuevo microambiente. Para ello,
segun la hipétesis de Paget semilla-suelo, previamente las células tumorales en el
sitio primario o en circulacién liberan componentes moleculares y celulares como
factores solubles o microvesiculas para establecer la formacion de un nicho
premetastasico para formar un “suelo” favorable que permita la colonizacién de las
células tumorales (“semillas”) (Ruiz-Espigares et al., 2021). El establecimiento y

adaptacion de las células tumorales al nuevo sitio promueve la transformacién en
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células iniciadoras de metastasis (CMI) para el desarrollo de un nuevo tumor. Las

integrinas regulan el proceso de colonizacién de las células metastasicos facilitando

la supervivencia de las células tumorales circulantes (CTC) (Ruiz-Espigares et al.,
2021).

VEGF  TIMP-1
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Figura 8. Proceso de metastasis. La cascada metastasica es llevada a cabo por
5 pasos: invasion, intravasacion, circulacion, extravasacion y colonizacion. La
conclusién de todos los pasos es fundamental para que las células tumorales
formen un nuevo tumor en un lugar distante al cual se origin6. Tomada de (Ruiz-

Espigares et al., 2021).
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4. Metéastasis en cancer de mama

Se estima que, en pacientes con cancer de mama alrededor del 6% son
diagnosticadas con metastasis, sin embargo, un 20 a 30% de las pacientes
desarrollardn metéstasis después del diagnéstico y tratamiento del tumor primario.
Mientras que, del 20% y 70% de pacientes diagnosticadas con un estadio clinico
avanzado (etapa clinica IV) desarrollan metastasis, el 90% de estos casos tienen
un mal prondstico y una pobre sobrevida. Mientras la tasa de sobrevivencia global
a 5 afos en las pacientes con cancer de mama metastasico es aproximadamente
del 25% (Liang et al., 2020; Warren, 2009). Sin embargo, alrededor de 150,000
mujeres que han sobrevivido al cancer de mama con estadio I-lll tienden a

desarrollar metastasis (American Cancer Society 2019-2020).

La metéastasis en cancer de mama a sitios distantes se ha detectado en los huesos,
pulmones, higado y cerebro (Liang et al., 2020). La metastasis organotropica se
refiere a la preferencia de las células tumorales a hacer metastasis a 6rganos
especificos. Este proceso esta regulado por multiples factores como los subtipos
moleculares del cancer de mama, cancer ductal o lobulillar, expresion génica, vias
de sefializacion, células madre cancerosas, entre otros. Debido a su alta
agresividad, invasividad y pobre respuesta a los tratamientos el subtipo triple
negativo, es mas propenso de inducir metastasis a otros 6érganos (W. Chen et al.,
2018).

De los subtipos del CMTN el carcinoma ductal infiltrante (CDI) tiene preferencia por
desarrollar metastasis principalmente en los pulmones, ganglios linfaticos y sistema
nervioso central, mientras que el carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) es mas
propenso a hacer metastasis en peritoneo, tracto gastrointestinal y ovario. Se estima
gue aproximadamente el 70% de las metastasis del cancer de mama se presenta
en hueso, el cual estad asociado a la alta expresion del gen ANGPTL2 (proteina 2
similar a la angiopoyetina) que desregula la via de sefializacion CXCR4 y Erk1 / 2.
La metastasis en higado representa el 30% y es favorecido por la elevada expresion

de OPN (osteopontina) que media la senalizaciéon de TGFB1 para aumentar los
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niveles de MMP2 y uPA. Del 10-30% de las met4stasis en cancer de mama se
desarrollan en cerebro y se ha descrito que esta asociada por la alta expresion de
las SERPINAS que inhibe la via apoptética mediada por FasL (Neophytou et al.,
2018).

En base a los subtipos, los tipos luminales son propensos a metastasis 6sea y
ganglios linfaticos. El subtipo HER2+ induce mayormente metastasis en cerebro,
higado y ganglios linfaticos (W. Chen et al., 2018; Nakayama et al., 2021)

En la tabla 3 se muestran algunos de los genes que participan en la metastasis del
CMTN en los diferentes 6rganos.
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Tabla 3. Genes implicados en metastasis de cancer de mama triple negativo.

Activa la sefializacién
de TGFB

colonizacién, metastasis

Gene Funcién Via de sefializaciéon | Escenario Sitio de
dérganos
ANGPTL2 Promueve la ostedlisis Activa la sefalizacion | Intravasacion, Hueso
angiogénesis y migracién CXCR4yErkl/2 extravasacion
Angiogénesis
Colonizaciéon de micro a
macrometastasis
NOTCH1/ Migracién, invasion, Activar la Intravasacion, Pulmones,
NOTCH2 promueve el mantenimiento | sefializacion Notch extravasacion Inicio del | hueso
de las células madre del tumor y autorrenovacion
cancer
COX2 Migracion, invasion Media en el tallo de Intravasacion, Hueso
Promueve el mantenimiento | las células extravasacion,
de las células madre del cancerosas autorrenovasion
cancer inducidas por TGF(
CSF2 Activacion de osteoclastos Activado por Colonizacion de micro a | Hueso
sefalizacion NFkB macrometastasis
OPN Interviene en la Mediar la Invasion de crecimiento | Higado
transformacion de sefalizacion de tumoral de pulmén
fibroblastos, el crecimiento | TGFB1 para
tumoral y la invasion aumentar los niveles
asociados a MSC de MMP2 y uPA
Whntl Mantiene la renovacioén de Activa la sefalizacion | Intravasacion, Pulmones,
CSC, migracién, invasion de Wnt/ B-catenina | extravasaciény hueso
colonizacién
CXCR4 Media la polimerizacién de | Activado por Intravasacion, Pulmones
actina y la formacién de ANGPTL2 extravasacion y
lamellopodia angiogénesis
Migracion, invasion y
angiogénesis
CYR61 Vascularizacion Activado por Angiogénesis Pulmones
sefalizacién Sonic- o .
Hedgehog / Glil Colonlzacpn de_ micro a
macrometastasis
EREG Promueve la remodelacion e | Independiente de Angiogénesis, Pulmones
invasion de vasos VEGF extravasacion,
intravasacion
FGFR Suprime la apoptosis y Activa Supervivencia, Pulmones
promueve la supervivencia. | la sefializacion P13 K -
| Akt Cr'ecmjlento del tumor
primario
Colonizacion de micro a
macrometastasis
FSCN Migracion, invasion Activa la sefializacion | Intravasacion, Pulmones
de NFkB extravasacion
Aumenta la
expresion de MMP2,
MMP9
SERPINAS Inhibe la activacion del Inhibe la via Supervivencia, Cerebro
(NS, B2, D1) |plasmindgeno, promueve la | apoptotica mediada | colonizacion
cooptacion vascular por FasL
SLUG Promueve la supervivencia, | Activado por Erk, la Invasion local, Pulmones
invasion, migracion sefializacion de FGF. | intravasacon,

Tomada de (Neophytou et al., 2018)
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5. Mimetismo vasculogénico como impulsor de la metastasis

Se ha descrito que después de las terapias antiangiogénicas la progresion de la
metéstasis aumenta y promueve que las células tumorales imiten a las células
endoteliales para formar redes de MV (Y. Xu et al., 2012).

Wagenblast E y colaboradores describieron a partir de un modelo de raton que
algunos clones de una heterogénea poblacion de células contribuyen en el proceso
de metéstasis, estos clones presentan un aumento de la expresion de dos proteinas
anticoagulantes Serpine 2 y Slpi que impulsan la formacion de redes de MV,
permitiendo que esta poblacion de células ingrese a la vasculatura y migren para
desarrollar metastasis. Ademas, estas proteinas facilitan la perfusion debido a su

funcion anticoagulante (Fig. 9) (Wagenblast et al., 2015).

Vasculature-like :
network Primary Metastatic

tumour tumour
Vasculature

Figura 9. EI MV favorece la metéstasis. Se describe como un aumento de la
expresion de las proteinas anticoagulantes Serpine 2 y Slpi impulsan la formacién
de redes de MV, permitiendo que esta poblacién de células ingrese a la vasculatura
y migren para desarrollar metastasis. Tomada de (Hendrix, 2015).
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6. Biogénesis de miRNAs

Los microRNA (miRNA) son pequeifios RNA monocatenarios no codificantes
(ncRNA) de 17-25 nucledtidos que participan en la regulacion de la expresion génica
a nivel postranscripcional. Estas moléculas son transcritas por la RNA polimerasa
II, su transcripcion primaria se llama pri-miRNA que presenta una estructura de
hairpin stem-loop de aproximadamente 60-80 nucleétidos. En el nacleo el pri-
MIiRNA es procesado por la proteina de tipo RNase-III lamada Drosha que se une
al RNA bicatenario a través de la proteina de union DGCR8. Drosha genera un corte
de aproximadamente 11 nucleétidos en la union de stem-RNAss y generando al pre-
MIiRNA, el cual es exportado al citoplasma por exportina 5 (xpo5) a través de Ran
GTP. En el citoplasma el pre-miRNA es nuevamente procesado por Dicer el cual
cuenta con los dominios de ATPasa, dominio RNA helicasa, dominio DUF, PAZ,
dsRBD y dos dominios RNase-lll que le ayudan a unirse a los 2 nucle6tidos que
sobresalen del extremo 3" para producir la escision generando un miRNA daplex de
17-25 nucledtidos que contiene un grupo fosfato en el extremo 5’y un saliente de 2
nucleétidos en el 3. Luego Dicer promueve la separacion de las dos hebras del
miRNA, permitiendo que la hebra guia se una a la proteina Argonauta (Ago) con la
ayuda de la maquinaria chaperona HSP70 / HSP90 formando el complejo RISC
(complejo de silenciamiento inducido por RNA). La otra hebra, denominada hebra
pasajeras 0 mMRNA* es descartada. El miRNA se une a una secuencia especifica en
extremo 3'UTR del mRNA blanco y se puede llevar a cabo la inhibicion de la
traduccion o desestabilizacion del mMRNA blanco a través de la proteina Ago2 ya
gue tiene una potente actividad de corte y la proteina TNRC6 (GW182) quien genera
cortes en la cola poli (A) del mRNA (Fig. 10) (Majid & Elham, 2019; Matsuyama &
Suzuki, 2020). Los miRNAs también son sintetizados por la via no canénica, como
la via del mirtron donde el pre-miRNA es exportado al citoplasma y procesados por
Dicer sin necesidad del procesamiento por Drosha. El miRNA también es generado
por la actividad endonucleasa de Ago2 en la via dependiente de Drosha e
independiente de Dicer.
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Figura 10. Biosintesis de miRNA candnicos y no canénicos. Los miRNAs
primarios son sintetizados en el nacleo por la DNA pol Il, dentro del nucleo es
procesado por la RNAs tipo Ill Drosha, generando un pri-miRNA el cual es exportado
al citoplasma por exportina 5, donde es nuevamente procesado por la enzima Dicer.
El miRNA es reconocido por el complejo RISC lo que permite que la region semilla
del miRNA maduro se una al extremo 3’"UTR de su blanco causando la degradacion
o la represion del RNAm blanco. Tomada de (O’Carroll & Schaefer, 2012).
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6. Regulacién del MV y la metastasis por miRNAs.

Los miRNAs tienen funciones importantes en la regulacion de la expresion génica
que impactan en los procesos celulares normales y patoldgicos, incluyendo el
cancer. Algunos miRNAs actuan como supresores de tumores u oncogenes. Su
expresion desregulada se ha descrito promueve la iniciacion, regulan procesos
como el MV que guian a la progresion y metastasis de los tumores. Algunos miRNAs
como el miR-34a y el miR-93 a través de la regulacion de AXL y vimentina
respectivamente, son fundamentales para la regulacién de la formacion de VM y

metéstasis en cancer de mama (D. Lim et al., 2021)(An et al., 2021).

8. Regulacién del MV por miRNAs como impulsor de la metastasis en cancer

de mama

La expresion alterada de los miRNAs juega un papel muy importante en diversas
enfermedades incluyendo en cancer de mama, mediante la modulacion de la
expresion génica a través de la inhibicién o el secuestro de sus mRNAs blancos.
Por lo tanto, la identificacion de los perfiles de expresion de los miRNAs
desregulados, son de suma importancia para determinar los mecanismos por los
cuales se promueven los hallmarks del cancer.

Diversos estudios han demostrado que la desregulacion de miRNAs puede contribuir
al desarrollo y progresion de los tumores, a través, del MV en diversos tipos de
cancer, incluyendo el CMTN al reconocer de manera especifica a MRNA
involucrados en la formacion de este proceso. Por ejemplo, Salinas Vera y
colaboradores demostraron que el miR-765 se encuentra reprimido en cancer de
ovario y su sobreexpresion promueve la inhibicion del MV (Salinas y col., 2019), por
otro lado, los resultados de Sun Q y colaboradores sugieren que el miR-200a inhibe
MV al regular directamente a EphA2 (Sun y col., 2014).

En células de cancer de mama se describié que la sobreexpresion del miR-34a
inhibe el MV, invasion, migracion y metastasis al dirigirse al receptor de la tirosina
quinasa AXL (AXL) (D. Lim et al., 2021).

En otro estudio se reportd que el nivel de expresion del miR-93 en lineas celulares

de cancer de mama se encuentra aumentado comparado con una linea de mama
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normal, por lo que al inhibir la expresion de este miRNA aumentaron los niveles de
los marcadores epiteliales E-cadherina y ocludina y disminuy6 la expresion de los
marcadores mesenquimales vimentina y N-cadherina por lo que las capacidades
migratorias e invasivas de las células disminuyeron considerablemente, ademas, el
silenciamiento del miR-93 promovi6 la inhibicion del MV (An et al., 2021). Por otra
parte, se ha demostrado que la formacion del MV puede ser promovido por factores
paracrinos derivados de células endoteliales a través de la elevada expresion de IL-
6 y STAT3 en células de CMTN, los cuales estan regulados por la baja expresion
del miR-125ay let-7 en respuesta al tratamiento con cisplatino, guiando al desarrollo
de metastasis (Park & Kim, 2019a).

La osteoponina (OPN) es una oncoproteina relacionada con la progresion y
metéstasis del tumor. Esta proteina es altamente secretada por las subpoblaciones
de células de cancer de mama formadoras de esferoides cuando se encuentran
estresadas por la baja concentracion de nutrientes, lo que le otorga un aumento en
la plasticidad fenotipica para formar MV. Las subpoblaciones de células de cancer
de mama formadoras de esferoides secretan altos niveles de OPN que favorecen
la formacion de estructuras vasculares que participan en la formacion del MV a
través de la baja regulacion del miR-299-5p (Shevde et al., 2010).

En otro estudio en CMTN, demostraron que la sobreexpresion miR-126-3p causa
la inhibicion de la proliferacion celular, migracién, invasion, angiogénesis y reprime
la formacion del MV a través de la inhibicion de RGS3 (Z. Hong et al., 2019a).

Los metastamiRs son una clase de miRNAs que promueven o suprimen varios
pasos en la migracion, invasion y metastasis de las células cancerosas al dirigirse
a proteinas que participan en estos mecanismos (Lopez-Camarillo et al., 2012). La
participacion de ciertos miRNAs en el proceso de metastasis ha sido ampliamente
estudiados en distintos tipos de cancer. La alta expresion del miR-142-3p inhibe al
MRNA de Bach-1 reprimiendo la formacion de la transicion epitelio mesénquima,
invasion y migracion en cancer de mama invasivo (Mansoori et al., 2019). Otro

estudio en cancer de mama reporto que la proliferacion, invasion y TEM es
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promovida por la sobreexpresion del miR-325-3p mediante la regulacion negativa
de S100A2 (H. Wang et al., 2021).

En CMTN se ha reportado perfiles de expresion diferencial de miRNAs que
promueven la metéstasis, por ejemplo, let-7a/b/c, miR-100, miR-101, miR-10a, miR-
125b, miR-126, miR-130, miR-135, miR-143, miR-195, miR-1977, miR-199a/b, miR-
205, miR-210, miR-214, miR-34a ymiR-497. Estos miRNAs modulan las vias de
sefalizacion Wnt, TGF-beta, PI3K y EGFR (Avery-Kiejda et al., 2014). Estos y otros
estudios demuestran que la desregulacion de la expresion de algunos miRNAs
puede regular la metastasis en CMTN. En base a estos antecedentes mencionados,
nos dimos a la tarea de identificar los miRNAs que se desregulan durante la

metastasis en CMTN que promueven el desarrollo de MV.

47



9. Justificacion

El mimetismo vasculogénico (MV) permite que los tumores obtengan nutrientes
y oxigeno para su crecimiento, este mecanismo esté relacionado con una mayor
agresividad del tumor y un aumento de la metastasis. Se ha descrito ampliamente
gue los miRNAs se encuentran desregulados en distintos tipos de cancer
actuando como oncogenes o supresores tumorales, por lo que la restauracion de
la expresion de ciertos miRNAs en lineas células tumorales modulan la formacién
del MV y la metastasis. Por ello, identificar miRNAs que estan siendo modulados
durante el MV en pacientes con tumores metastasicos es de suma importancia
para conocer la regulacion de la metastasis y el MV a través de miRNAs en
cancer de mama, e implementar estrategias que ayuden a disminuir estas
caracteristicas tumorales, con la esperanza de que los pacientes tengan una

mejor sobrevida.

10. Hipétesis

Si los microRNAs estan involucrados en la regulacién del MV y la metastasis

entonces su expresion se modificara en los tumores de pacientes con cancer de

mama metastasico.
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11. Objetivo general

Identificar los microRNAs en tumores de cancer de mama que contribuyan con los

procesos metastasicos y de MV.

12. Objetivos particulares

1. Identificacién in silico de metastamiRs que participen en el mimetismo
vasculogénico en cancer de mama.

2. Evaluar la presencia de MV en biopsias de tumores mamarios triple negativo
metastasicos y no metastasicos de pacientes mexicanas.

3. Evaluar los cambios en la expresion de 10 miRNAs en los tumores con mimetismo
vasculogénico con metastasis y sin metastasis en la misma cohorte de pacientes
con cancer de mama y en una cohorte de datos de TCGA.

4. Establecer un modelo de regulacién del MV mediado por metastamiRs en

pacientes mexicanas con cancer de mama.
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13. Estrategia experimental

1. Identificacion in silico de metastamiRs
potencialmente involucrados en el
mimetismo vasculogénico

v

Seleccion de datos de expresion de
microRNAs reportados en una cohorte de
pacientes con cdncer de mama con
metdstasis y sin metdstasis

¥

Bases de datos publicas
Gene expression Omnibus

v

Prediccion de los mMRNAs blanco que
participan en la metdstasis y el mimetismo
vasculogénico

)

Establecer una red de coregulacién
de microRNAs/mRNAs

|

Comparar el set de
microRNAs modulados
en ambas cohortes

2. Evaluar la presencia de mimetismo vasculogénico en biopsias
de tumores mamarios triple negativo metastasicos y no
metastdsicos de pacientes mexicanas.

| Obtencién de biopsias |
|
v +
Cancer de mama triple Cdncer de mama triple
negativo sin metastasis negativo con metastasis

| . [
v

| Inmunotincion con anti-CD31 y tincion de PAS |

3. Evaluar los cambios en la expresién de 10 microRNAs modulados en los
tumores con mimetismo vasculogénico con metastasis y sin metastasisen la
misma cohorte de pacientes con cancer de mama

!

Busqueda de miRNAS involucrados en el
MV y metdastasis

| Extraccion de RNA total |
v
Analizar la expresion diferencial de
microRNAs

'

Prediccion de mRNAs blancos
de miRNAs desregulados

4. Establecer un modelo de regulacion
del mimetismo vasculogénico mediado
por metastamiRs

v

Identificacion de vias de
sefializacion y procesos
celulares moduladas
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14. Métodos

14.1 Obtencion de biopsias de cancer de mama tiple negativo.

Se obtuvieron 10 biopsias de tejidos de cancer de mama triple negativo en estadio
clinico II- IV sin ningun tratamiento previo con metastasis (n=4) y sin metastasis
(n=5) del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (HRAEI) con previo
consentimiento firmado por las pacientes. Este proyecto esta bajo la aprobacion del
comité de ética con el numero de registro No. NR-16-2020 del Hospital Regional de

Alta Especialidad de Ixtapaluca.

14.2 Identificacion de MV por doble tincién de CD31/PAS en CMTN mediante
inmunohistoquimica.

Se realizaron cortes de 3 um para la tinciébn inmunohistoquimica con el anticuerpo
CD31 monoclonal de raton (BioSB clon 1A10) que es un marcador altamente
especifico y sensible para células endoteliales vasculares. Las secciones tumorales
se desparafinaron en xileno y se rehidrataron con gradiente decreciente de etanol.
Para la recuperacion del antigeno se colocaron las lamillas con buffer de citratos
(pH=6) en ebullicion durante 30 min y se dejé a temperatura ambiente por 15 min.
El blogueo de la peroxidasa enddgena se realizé con peroxido de hidrogeno al 3%
en etanol al 50% durante 30 min a temperatura ambiente. Después, los sitios de
union no especificos se bloquearon con BSA al 2% (Sigma) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 lavados 2 min con PBS-
1x/Tween-20 (0.05%) y 2 lavados 2 min con PBS-1x. Después se adicion el anti-
CD3L1 sobre las laminillas a una dilucion 1:200, y se incub6 por 1h a 37°C seguido
de una incubacion a 4°C durante toda la noche en cadmara humeda. Pasado el
tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados 2 min con PBS/tween-20 y 2 lavados
2 min con PBS-1x, seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado
acoplado a HPR (ab205718) (1:1000) durante 1 h a 37°C seguido de 3 lavados con
PBS1x / tween y 2 lavados PBS-1x. Luego se realizo el revelado de la marca del
anticuerpo biotinilado usando el sustrato de diaminobenzidina como cromégeno (kit
de sustrato DAB (ab64238)) en un periodo de incubacion de 2 a 7 min.

Posteriormente, la reaccion se paré con agua corriente (potable). Para la tincion de
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PAS se utilizo el reactivo de Schiff (No. Cat. 3952016 Sigma Aldrich), las laminillas
se incubaron a la obscuridad a temperatura ambiente por 10 min y se lavaron con
agua corriente 3 veces por 30 segundos. Finalmente, se realizé una tincion de
contraste con hematoxilina/eosina 1 min. Para la deshidratacién, se realizaron 10
bafios de las laminillas con etanol al 80%, 10 bafios con etanol al 96 %, 10 bafios
con etanol absoluto. Finalmente, se realizé un aclaramiento de la tincion con 10
bafios de xilol y se realizdé el montaje de las laminillas con una gota de resina
sintética y se colocd un cubreobjetos. Las observaciones se realizaron al
microscopio y se escanearon con Aperio ImageScope - Software (Leica). Los vasos
sanguineos y la formacion de canales se contaron utilizando el software ImageJ Fiji

para inmunohistoquimica.

14.3 Extraccion de RNA total a partir de muestras embebidas en parafina.

La extraccion de RNA total de las biopsias en parafina se realiz6 utilizando el kit
RNeasy FEEP Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Para ello se
utilizaron 3 cortes de 20 micras cada una de las biopsias, los tres cortes se colocaron
juntos en tubos de microtubos estériles eppendorf de 1.5 ml y se afiadié 1 ml de
xileno para desparafinar. Posteriormente, se mezclaron vigorosamente durante 30
segundos. Los tubos se incubaron a 63 °C durante 1 h. Terminado el tiempo de
incubacion, el xileno se retir6 de cada tubo por pipeteo. Este procedimiento se
realiz6 dos veces mas, pero sin agitacion, para retirar los restos de parafina.
Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 ml de etanol absoluto grado
biologia molecular y se mezclo6 por inversion. Se retiro el etanol cuidadosamente y
los tubos se incubaron a 63 °C durante 10 min para lograr la evaporacion del etanol.
Luego, se adicionaron 150 ml de Buffer de lisis PKD (buffer de digestion de la
proteinasa K) a cada tubo para la digestion de la muestra y se agitdé vigorosamente
durante 30 segundos. Inmediatamente se agregaron 10 ul de proteinasa K a cada
tubo y se incubaron a 56 °C durante 15 min. Luego se incubaron a 80 °C por 15 min.
Terminado este tiempo se colocaron los tubos en hielo durante 3 min, y se
centrifugaron a 13,500 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Se recupero el

sobrenadante de cada tubo y se pasé a un tubo nuevo. Se le adicioné 20 ul de
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DNAsa |, y se mezclaron por inversion suavemente y se incubaron 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 320 ul de Buffer RBC y se
mezclaron suavemente. Después se agregaron 720 pl de etanol (grado biologia
molecular) y se mezclaron suavemente. La solucién se transfirié a una columna
RNeasy Mini Elute Spin (Quiagen), la cual se coloc6 dentro de un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml para cada muestra, los tubos fueron centrifugados a
10,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. Se repitieron los dos pasos
anteriores hasta pasar completamente toda la muestra por la columna.
Posteriormente, se agregaron 500 pl de Buffer RPE por cada columna para lavar el
RNA unido a la membrana y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 segundos.
Se repitid el paso anterior colocando 500 pl de Buffer RPE a cada columna,
centrifugando a 10,000 rpm durante 2 min. Se colocaron las columnas en un tubo
nuevo y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Las
columnas fueron colocadas en tubos de microcentrifuga nuevos de 1.5 ml y se
adicionaron 20 ul de agua libre de RNAsas a cada una de ellas para la elucién del
RNA. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 1 min a temperatura
ambiente. Las muestras se cuantificaron en nanodrop y, finalmente, se almacenaron

a -80 °C hasta su uso.

14.4 Determinacion de la expresion de miRNAS.

Para llevar a cabo el andlisis de la expresion individual de los miRNAs en muestras
de tejido de pacientes con cancer de mama metastasico y no metastasico, se llevo
a cabo la sintesis de cDNA a partir del RNA total extraido de cada muestra. Para
ello se utilizaron sondas stem-loop RT (Applied Biosystem) especificas para el miR-
526b, miR-9*, miR-126, miR-29b, miR-145, miR-125b, miR-148a, miR-142-3p, miR-
31, miR-200b, y el RNU44 como control enddégeno. Se mezclaron en un tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml los siguientes componentes.
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Componente Volumen de reaccion
DNTP 100 mM 0.15 ul
Transcriptasa reversa MultiScribe TM | 1.00 pl

50 U/ul

Buffer RT 10 X 1.50 pl

Inhibidor de RNAasa 20 U/l 0.19 ul

Agua libre de nucleasas 4.16 ul

Primer RT (especifico para cada |3 ul

MiRNA)

10 ng RNA total 5ul

La mezcla se agitdé suavemente. La reaccion de RT se realiz6 en un termociclador
GeneAmp System 9700 (Applied biosystems), con las siguientes condiciones a 16
°C por 30 min; 42 °C por 30 min; y 85 °C por 5 min, mas un paso final a 4 °C «. Al
finalizar la reacciéon de transcripcion, se realizé la reaccion de PCR en tiempo real
en la que se usaron sondas TagMan, para lo cual se emple6 una placa de 96 pozos.

LA mezcla de reaccion para la PCR en tiempo real consistio en:

Componente Volumen por una
reaccion

Sondas TagMAnN (20X) 1.00 pl

Producto de RT 1.33

TagMan Universal Master | 10.00 pl
Mix (2X) sin UNG
Agua libre de nucleasas | 7.67 ul

Volumen total 20.00 pl

Cada una de estas reacciones se realizé por triplicado para cada muestra. La
reaccion se corrioé en un equipo QuanStudio 12K Flex con las siguientes condiciones
de ciclaje un ciclo de 50°C 2 minutos, un ciclo de 95°C 10 min y 40 ciclos: 95°C 15
segundos y 60°C 60 segundos. Para la interpretacion de los resultados se utilizo el
método comparativo de CT (2-AAct), usando como normalizador la expresion del
control endogeno RNU44. La significacion estadistica se determind mediante la
prueba t de Student y valores inferiores de p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativo.
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14.5 Analisis bioinforméticos de los datos publicos de cancer de mama. El
perfil de expresion diferencial se descargé de CMEP que contiene informacion de la
base de datos de Gene Expression Omnibus (GEO) de la serie GSE68373. Los
blancos hipotéticos de los miRNAs se identificaron utilizando los programas
TargetScan 7.0 (http://www.targetscan.org/vert_71/) y miRDB (http://mirdb.org/) y
las redes de interaccion mMiRNAs-mRNA se identificaron mediante miRNET
(https:/lwww.mirnet.ca/). Solo los genes predichos por los programas antes
mencionados fueron seleccionados para un andlisis posterior. Los analisis de
enriguecimiento se realizaron utilizando la herramienta de Mienturnet
(http://userver.bio.uniromal.it/). Ademas de descargaron los datos publicos del nivel
de expresion de 10 miRNAs de pacientes con CMTN de la herramienta

bioinformatica https://www.cbioportal.org/datasets con nombre de estudio Breast

Invasive Carcinoma (TCGA, Nature 2012) para comparar su expresiéon con los

niveles de expresion de los miRNAs en las pacientes mexicanas.

14.6 Analisis estadisticos. Los analisis estadisticos de los miRNAs evaluados
experimentalmente en los grupos de cancer de mama de poblacion mexicana se
realizaron andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) utilizando el software
GraphPad Prism 7.0. Los datos se presentaran como la media * el error estandar
de la media de al menos tres experimentos independientes (n = 3). Se considerara

valores de p <0,05 con significacién estadistica.
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15. Resultados

15.1 Identificaciéon in silico de miRNAs asociados con metastasis en

pacientes con cancer de mama.

Con el fin de identificar in silico algunos miRNAs modulados diferencialmente
durante la metastasis se obtuvo un analisis de expresion con los datos de GEO
(Gene Expression Omnibus) de la serie GSE68373, este estudio contiene el perfil
de expresion diferencial de 26 miRNAs en 17 muestras de pacientes con cancer de
mama con metastasis y 26 sin metastasis. Los datos del perfil obtenido de
http://syslab5.nchu.edu.tw/CMEP sugiere una baja expresion de 26 miRNAs en
tumores mamarios con metastasis (metastamiRs) en comparacion con los tumores
gue no desarrollaron metastasis (Fig. 11). Posteriormente, para determinar los
posibles blancos de estos miRNAs se usé el programa Targetscan. Para ello,
identificamos los blancos con funciones en la metastasis que podrian estar
regulando por los metastamiRs reprimidos en pacientes metastasicos. Los
transcritos blancos que participan en la migracion, invasion y metéstasis regulados
por los miRNAs se muestran en la tabla 4. Este resultado propone que los
metastamiRs analizados del perfil potencialmente tienen un efecto en la metastasis

a través de la regulacién de sus mRNA.
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Baja expresion Alta expresion

Metastasis No metastasis

hsa-miR-1304
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-3179
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-493*
hsa-miR-3683
hsa-miR-450b-3p
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-548n
hsa-miR-1297
hsa-miR-3940
hsa-miR-675*
hsa-miR-208b
hsa-miR-149
hsa-miR-559
hsa-miR-2116*
hsa-miR-23¢
hsa-miR-1825
hsa-miR-144*
hsa-miR-99a*
hsa-miR-758
hsa-miR-3649 .
hsa-miR-1253
hsa-miR-425*
hsa-let-7b*
hsa-miR-942

MetastamiRs

Figura 11. Perfil de expresion de miRNA en tumores de mama metastasico y
no metastésico. Datos obtenidos de GEO de la serie GSE68373. Rn color azul se
muestran los miRNAs con un bajo nivel de expresion, mientras que en rojo se
observan los miRNAs con una alta expresion de cancer de mama con metastasis y

no metastasico respectivamente.
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Tabla 4. Prediccion de metastamiRs que regulan mRNAs pro-metastésicos

MetastamiRS Blanco pro-metastasicos

hsa-miR-1304
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-3179
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-493*
hsa-miR-3683
hsa-miR-450b-3p
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-548n
hsa-miR-1297
hsa-miR-3940
hsa-miR-675*
hsa-miR-208b
hsa-miR-149
hsa-miR-559
hsa-miR-2116*
hsa-miR-23c
hsa-miR-1825
hsa-miR-144*
hsa-miR-99a*
hsa-miR-758
hsa-miR-364
hsa-miR-1253
hsa-miR-425*
hsa-let-7b*
hsa-miR-942

ND. No determinado

AKT1, ZEB2, ROCK1/ROCK2 Serpine
Serpine, FOX03, STAT1

CCND1, MMP2, ZEB1, ZEB2, B-Cat,
MMP14, AKT, SNAI2, VIM

ROCK1, STAT, ITG

OCLN, ITGA7, RAS

CTN, ITGA2, ROCK2, MMP

ATF2, ROCK1

NOTCH, MMP, PDK1, STAT3
SRBP1, SMAD1, ROCK1

CCND1, LOXL1, MMP, AKT

STAT1, RAS, TGFB1

P13k, ZEB2, SMAD5

ATF, SMAD1/2

OCLN, ATF, ITGA6

LOXL3, PI3k, twistl

PI3k, ZEB1, TGFB, CCDN1

SRF, SERBP1, WNT

FOXO1, STAT1, SMAD1, GRB, ROCK
ND

ROCK, LOXL3, TGFB2, ZEB1

ND

CCDN1, MMP9, AKT3, ROCK1, LOXL2
Serpinel, NOTCH, STMN1

MMP, AKT2, LOXL4, AKT

ZEB2, ZEB1, MMP2
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15.2. Redes de interaccion de los metastamiRs con genes blancos que

promueven la metastasis en cancer de mama.

Para determinar la relacion entre los metastamiRs con sus respectivos mMRNAs
blancos y para poder establecer si su interaccion puede ser especifica en tejido de
cancer de mama, se realizé una red de interaccion de los metastamiRs con los
posibles mMRNAs blancos pro-metastasicos empleando el programa miRNET. El
resultado que se obtuvo revela una red de interaccidon compleja y especifica en
tejido de cancer de mama que demostré6 que 20 de los 26 metastamiRs
interaccionaron con transcritos de genes pro-metastasicos. Por lo tanto, 20
metastamiRs (MiR-1253, miR-493*, miR-450-3b, miR-559, miR-1297, miR-628-5p,
miR-149, miR-675*, miR-528n, miR-425* miR-23c, miR-299-5p, miR-3179, miR-
3613-3p, mIiR-99a, let-7b, miR-144*, miR-942, miR-1825 y mIiR-1304)
desempefiaron un papel en el control de la metéstasis en cAncer de mama, al unirse
a mMRNA relacionados con los procesos de TEM, invasion y metastasis (Figura 12).
Por lo que estos resultados que se obtuvieron mediante miRNET nos indican que la
interaccion entre los MiIRNAs y sus mRNAs blancos estan estrechamente

relacionados con el desarrollo de la metastasis en cancer de mama.
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M hsa-mir-493*
B hsa-mir-1253

M hsa-mir-559
B hsa-mir-1297
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SNAI2
@ STAT3 ®
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@ AKT
hsa-miR-3179 _
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ZEB2
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|
@®ROCK1
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B hsa-mir-1825 hsa-mir-1304

B hsa-mir-450b-3p

M hsa-mir-628-5p
B hsa-mir675*

B hsa-mir-425*
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hsa-mir-23c

Bhsa-mir-299-5p

Figura 12. Red de interaccion de metastamiRs y mRNA pro-metastasicos en

tejido de cancer de mama. Los puntos rojos ilustran los genes, los cuadros azules

los miRNAs vy las lineas indican si existe una interaccion entre ambos. Prediccion

de miRNET.
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15.3. Prediccidon de metastamiRs que regulan mRNAs involucrados en el

mimetismo vasculogénico en cancer de mama.

Posteriormente, se investigd si los 26 metastamiRs estan involucrados en la
formacion del MV. En la literatura se ha reportado diferentes vias de sefializacion
inducen el MV, como la via de VEGF, la via de sefializacion de PI3K/AKT/FAK, HIF,
entre otros (Salinas-Vera et al., 2018; J. G. Zhang et al., 2020). Por lo tanto, se usé
nuevamente la herramienta Targetscan para identificar los posibles blancos
biolégicos de miRNAs que participen en el desarrollo de este mecanismo. Las
predicciones indican que estos metastamiRs tienen sitio de unién en la 3’'UTR a los
transcritos que participan en diversas vias involucradas en proceso de desarrollo
del MV (Tabla 5). Estos resultados sugieren que ademas de regular metastasis, los

metastamiRs posiblemente también puedan modular el MV a través de sus blancos.
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mimetismo vasculogénico

Tabla 5. MetastamiRs predichos que regulan mRNAs involucrados en el

metastamiRs

Transcritos blancos del mimetismo

vasculogénico

hsa-miR-1304
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-3179
hsa-miR-3613
hsa-miR-493
hsa-miR-450b
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-548n
hsa-miR-675
hsa-miR-149-5p
hsa-miR-559
hsa-miR-23c
hsa-miR-1825
hsa-miR-144-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-364
hsa-miR-1253
hsa-miR-425
hsa-let-7b

hsa-miR-942

VEGFC, AKT1, EGFR, SMAD2

MMP2, ALDHZ2, AKT1
AKT1, VEGF
LAMB2, MMP11, ITGB1

ITGB1, ITGA10, ROCK1

ROCK1, MMP, ALDH1

CDHRS5, ITGA9
ITGB1, MMPS8, AKT

MMP14, ITGB8, SMAD

SMAD2, MMP
VEGF, ZEB2, AKT
SMADS3, HIF1A
HIF1A, VEGFA, AKT
SMAD1, ITGB8
FZD8

ND

TWIST1, SMAD2, NOTCH
TGFBR2, SMAD, FZD4
HIF1A, STAT3

AKT1, VEGFA, TWIST1, MMP2, MMP14

ND. No determinado
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15.4. Redes de interaccion de los metastamiRs con genes blancos que

promueven el mimetismo vasculogénico en cancer de mama.

Para identificar si las interacciones entre los metastamiRs y los trascritos que
promueven el MV en tejidos de cancer de mama se usoé el programa miRNET. La
red de interaccion identificé 13 de los 26 metastamiRs con posible funcion en este
proceso bioldgico a través de la regulacion de los transcritos blancos. Entre los
MRNA blancos los MMP, VEGF, TWIST, LOXL2, ZEB, ROCK1/2 y WNT fueron los
objetivos con funciones importantes en el desarrollo del MV en los tumores en
cancer de mama (Fig. 13). Por lo tanto, el miR-3613-3p, let-7b-5p, MiR-99*, miR-
1825, miR-493, miR-144*, miR23c, miR-299-5p, miR-942, miR-1297, miR-3940,
miR-548 y miR-675-5p potencialmente participan en la regulacion del MV en
pacientes con céncer de mama metastasico. Este resultado nos proporciona
informacion para caracterizar los blancos, posibles vias celulares y los mecanismos

funcionales de los miRNAs en la progresion del cancer de mama.
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Figura 13. Red de interaccion de metastamiRs que participan en el MV en

tejido de cancer de mama. Esta red predicha nos permite visualizar y vincular los

mMiRNAs con sus blancos. Los puntos rojos ilustran los genes, los cuadros azules

los miRNAs y las lineas indican si existe una interaccion entre ambos. Prediccion

de miRNET.
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15.5. Genes relacionados en la metastasis y MV.

Dado que, el MV favorece la metastasis al promover la diseminacion de las células
tumorales. Investigamos cuales genes pudieran estar compartiendo estos dos
procesos. Para ello, buscamos en la literatura algunos genes que promuevan la
activacion de estos de la metastasis y MV. Nosotros encontramos 96 proteinas que
participan en el proceso de metastasis y 71 que han sido reportados en el MV. En
el cuadro rosa de la figura 13 se muestra algunas proteinas que contribuyen en la
formacion del MV, mientras que en el cuadro azul se muestran las que contribuyen
a la metéastasis. Para determinar la relacion entre los dos mecanismos biologicos
realizamos un diagrama de Venn con el programa de BEG. El resultado mostro que
25 proteinas participan en ambos mecanismos (Fig. 14). El diagrama de Venn indica
gque NOTCH, MMP, TGFB y AKT, entre otras son algunas de las proteinas que
presenta una superposicion entre los dos mecanismos. Este analisis indica que la
formacién del MV favorece la metéstasis a través de la activacion de los genes antes

mencionados.
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cadherin, EPHA2, RHO, NICD / ICN, DVL / DSH, P90 RSK, ITG, ITGR, P38, MAPK, Caspase, HSP27, P300,
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P120-CATENIN, VEGF, CREB, NODAL, ERK 1/2 , mTOR, VRAP, IGFBP2, IPAS, KAISO, C-JUN, PKC, CCNDI,
NODAL, NOTCH, SERPINE, SLPI, COX2, PGE, PKC

Mimetismo
vasculogénico

p

MV / Metéstasis

Figura 14. Diagrama de Venn que agrupa a los genes que participan en el

mimetismo vasculogénico y en la metastasis en cancer de mama.
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15.6. El nivel de expresion de las proteinas TGFB1, AKT1, MMP14 promueven

la metastasis en cancer de mama.

Para determinar los niveles de expresion de las proteinas que promueven la
metastasis en pacientes con cancer de mama, evaluamos el grado de afeccion a
los nodos linfaticos. Se analizo el nivel de expresion de estas proteinas a través de
la herramienta UALCAN, el cual, analiza los datos “omicos” de diferentes tipos de
cancer. Este programa permite elegir el tipo de cancer que se desea analizar.
Nosotros elegimos cancer de mama metastasico e introdujimos las proteinas de
nuestro interés, las cuales fueron: TGFB1, AKT1, y MMP14 debido a su relevancia
en ambos mecanismos, especialmente su participacion durante el proceso de la
metastasis (las MMP en promueven la invasion, AKT participa en la sobrevida de
las células tumorales en circulacion y TGFB media la ETM).

El analisis mostr6 que la expresion de la MMP14 aumentd de manera
estadisticamente significativa en pacientes con cancer metastasico con respecto al
tejido normal. Ademas, la MMP14 correlacionaron positivamente con el grado de
afeccién a los ganglios linfaticos. De igual manera, se observo esta afeccion con el
nivel de expresion para TGFB1, y AKT1 (Fig.15). Este resultado sugiere que el nivel
de expresion de las proteinas TGFB1, AKT1, y MMP14 esta directamente
relacionado con el grado de invasion a nodos linfaticos y que son estadisticamente

significativos p<0.05.
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Figura 15. La expresion de las proteinas que promueven la metastasis en pacientes

con cancer de mama. N=0 indica que las células no han invadido ningin nodo

linfatico. N1, indica metéastasis en 1 a 3 nodos. N2, metastasis en 4 a 9 nodos y N3

metastasis en mas de 10 nodos. *** p<0.05.
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15.7. Analisis de enriquecimiento funcional y vias de sefializacion de los

metastamiRs en cancer de mama.

Posteriormente, se determiné de que manera estos metastamiRs promueven el MV
en pancientes con cancer metastasico. Se planteo la hipotesis de que las funciones
potenciales de los genes blancos podrian reflejar los posibles roles de los miRNAs
expresados diferencialmente. Por lo tanto, se identificaron los procesos bioldgicos
y las funciones moleculares regulados por los metastamiRs a traves de sus genes

blanco en el cancer de mama.

El anadlisis de enriqguecimiento funcional se determiné mediante el programa
Mienturnet (http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/) que almacena datos de
KEEG, Rectome, y otras bases de datos. Este sitio web permite tener una vision
mas general de las funciones colectivas de los miRNAs. Los resultados del analisis
muestraron que estos metastamiRs regularon RNAm blancos con distintas
funciones biolégicas en cancer de mama, a traves, de la modulacion de las vias de
sefializacion TGFp, PI3K, AKT, NOTCH, RUNX entre otras (Figura 16). El andlisis
mostro que let-7b-5p se asocid con la regulacion de la expresiéon de RUNX1, el cual
promueve la metastasis al activar la via WNT/beta-catenina y la TEM en cancer (Q.
Li et al., 2019). El miR-1297 se encontré involucrado en la senecencia celular, este
mecanismo tiene una funcion dual en el cancer ya que se ha reportado que restringe
la tumorigenesis o induce la progresion del tumor (Guccini et al., 2021). El miR-144-
5p se asocidé con la modulacién de la sefializacién de PI3K/AKT y regulacion del
factor transcripcional RUNX1/2 promoviendo la TEM entre otras funciénes
biologicas en el cancer de mama. El miR-149-5p se encontré involucrado
principalmente en la senescencia celular y en la regulacién de la transcripcion de
las SMAD, mientras que el miR-299 participa en diferentes fases de la mitosis
celular, dafio al DNA, senescencia y la sefalizacion de la via PI3K/AKT. La
sefalizacion de esta via y la regulacion de la expresion de este miRNA se ha
descrito en la promocion de la formacion de MV en cancer de mama (Salinas-Vera
et al., 2018; Shekar et al., 2020). El miR-3940-5p y el miR-425 también participan
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en la regulacion de RUNX1 y regulacion de la transcripcion de NOTCH que
promueven la TEM. El miR-675-5p y miR-942-5p participaron en funciones como
regulacion de la transcripcion de RUNX2 vy sefalizacion de PISK/AKT
respectivamente los cuales se han reportado en la promocion de la TEM y MV(Cao
et al., 2017). Este analisis de enriquecimiento demostro que los metastamiRNAs
regulan los blancos transcripcionales que promueven el desarrollo del MV vy la

metastasis en cancer de mama.
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Figura 16. Analisis de enriquecimiento funcional de las vias de sefalizacién
que participan en el MV y metastasis regulada por los metastamiRs. El grafico
muestra el enriquecimiento funcional de 9 metastamiRs. El eje Y informa las vias de
sefalizacion reguladas y el eje X muestra los 9 metastamiRs. El color de los puntos
representa los valores p ajustados, mientras que el tamafo de los puntos representa
la proporcion de genes blancos regulados por los miRNAs identificados en cada

categoria. Obtenida por el programa MIENTURNET.
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15.8. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de mama.

Con el objetivo de identificar la presencia del MV en tejidos de pacientes con cancer
de mama y determinar su asociacién con la metastasis, se recolectaron muestras
de tumores mamarios embebidos en parafina fijados con formalina (FFPE) entre
2020 y 2021, se colectaron un total de 10 muestras de pacientes con CMTN. Por
analisis de IHQ y tincion de hematoxilina y eosina se detectd que estas muestras
presentaron un 80 % de células tumorales. En la tabla 6 se describen las principales
caracteristicas clinicas de los tumores de los pacientes incluidos en el presente
estudio. Todas las muestras de tejidos tumorales se diagnosticaron con cancer de
mama triple negativo (100%), se incluyeron tumores con grado histoldgico y estadio
clinico > 2. Se incluyeron una muestra con estadio 1IA-1IB (10%), 5 de los pacientes
se detectaron en estadio clinico IlIA-I1IB (50%) y 4 pacientes con estadio clinico IlIC
- IV (40%). En el momento del diagnéstico, 6 (60%) pacientes no presentaban

metastasis mientras que los otros 4 (40%) presentaban metastasis.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de las pacientes con cancer de

mama (n=10).

No. de pacientes n=10

Caracteristicas (100%)
Grado histoldgico

1 0 (0%)
2 2 (20%)
3 8 (80%)
Grado de diferenciacion

IA-IB 0
[IA-11B 1 (10%)
HIA-111B 5 (50%)
c-1v 4 (40%)
Subtipo molecular

Luminal A 0 (0%)
Luminal B 0 (0%)
Triple negative 10 (100%)
Estadio TNM

T1 1 (10%)
T2 2 (20%)
T3 3 (30%)
T4 2 (20%)
NO 1 (10%)
N1 3 (30%)
N2 4 (40%)
N3 1 (10%)
MO 6 (60%)
M1 4(40%)
Estatus de metastasis

No metastasis 6 (60%)
Metéastasis 4 (40%)
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15.9 Identificacion del MV mediante tinciones dobles de CD31/PAS en tejido
tumoral de CMTN.

Para identificar las estructuras de MV y diferenciar vasos formados por células
endoteliales se empled el anticuerpo CD31. Su visualizacidon se realiz6 mediante
tinciones dobles CD31/PAS y como control positivo empleamos amigdala. La tincion
CD31+ se observa en color marrén, el cual, es un marcaje de células endoteliales
indicativo de la presencia de vasos sanguineos tipicos (flechas rojas), mientras que
la tincion de PAS+ (tincion magenta) indica membrana basal. Por lo tanto, un
marcaje CD31+/PAS+ fue considerado como indicativo de vasos sanguineos
(angiogénesis, por lo tanto, es MV-), mientras que un marcaje CD31-/PAS+ fue
considerado indicativo de la formacion del MV positivo (MV+) (figura 17 y 18).
Posteriormente se realiz6 una contra tincibn con hematoxilina y eosina para
identificar la forma y estructura celular. La hematoxilina tifie de violeta los ndcleos y
eosina tifie de rosa o rojizo el citoplasma. En la micrografia de la figura 17A se
muestra la tincion con hematoxilina y eosina en tejido de CMTN, en violeta se
visualiza células tumorales que conforman el tejido y de rojo se muestran los
eritrocitos presentes dentro de las vasculaturas (asteriscos) (Figura 17A). Como
control positivo para CD31 se seleccioné un tejido de amigdala de humano, debido
a que es altamente vascularizado. El tejido de amigdala mostré regiones con tincién
positiva para CD31 y reaccion positiva para PAS (CD31+/PAS+) (Figura 16B). Para
determinar la especificidad del anticuerpo se empleé como control negativo para
CD31 el tejido de amigdala tefiido con PAS sin emplear el anticuerpo primario de
CD31 y se coloco el anticuerpo secundario, por lo tanto, no se identificé tincion café
en el tejido, lo que indico que el anticuerpo de CD31 es altamente especifico para
células endoteliales (Figura 17C). Por lo tanto, CD31 es un indicador de vasos
sanguineos, por lo que nos ayudoé a identificar y diferenciar entre vasos formados
por células endoteliales y las estructuras tipo tubular formadas con células

tumorales en CMTN.
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Figura 17. Controles para las tinciones dobles CD31/PAS en amigdalay cancer
de mama. A) Tejido mamario tumoral tefliido con hematoxilina y eosina, la
hematoxilina evidencia los nucleos de las células, y la eosina evidencia el
citoplasma. El tejido esta conformado por células tumorales y estructuras vasculares
con presencia eritrocitos (asterisco). B) Control positivo para CD31. Tejido de
amigdala tefiido con CD31/PAS, se observan estructuras vasculares positivas a
CD31 lo que indica que estan formadas por células endoteliales (vasos sanguineos).
C) Control negativo para detectar la especificidad del anticuerpo CD31. Tejido de
amigdala tefiido con PAS omitiendo CD31, se observan estructuras vasculares
negativas a CD31 y PAS positivo. Las flechas rojas muestran células endoteliales
(CD31+), flechas amarillas sefialan tincion de PAS+ y los asteriscos sefalan los
eritrocitos dentro de los vasos.
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15.10. Identificacion de la presencia de MV en biopsias de tumores mamarios

triple negativo metastasicos y no metastasicos de pacientes mexicanas.

Para identificar la presencia del MV en muestras de CMTN ductales con y sin
metéastasis, se realizaron tinciones dobles CD31/PAS. La tincion se realizo en 10
tejidos de diferentes mujeres con las caracteristicas anteriormente mencionadas
(Tabla 6), 4 presentaron metastasis y 6 no presentaron metastasis. En las 10
biopsias de cancer de mama se identificaron vasos sanguineos tipicos
(CD31+/PAS+), asi como estructuras tipo capilar propias del MV+ (CD31-/PAS+)
(Figura 18). Estos ensayos se hicieron por duplicado para cada muestra.
Posteriormente, todas las muestras fueron escaneadas empleando el Apeiro
scanning system y las muestras se analizaron mediante el software ImageScope J
fiji IHQ.

Las imagenes revelan que las estructuras tipicas de vasos sanguineos mostraron
una coloracion marrén alrededor del canal (CD31+) y presencia positiva a tincion de
PAS, esto es indicativo de detencion de vasos sanguineos formados por células
endoteliales, y en su interior se detect6 la presencia de eritrocitos teflidos de color
rosa translucidos (asteriscos). Mientras que las estructuras indicativas de MV+
mostraron que los canales tipo capilar estaban revestidos de células tumorales, esta
se observé una tincién de PAS+ con ausencia de tincién a CD31, de igual forma se
encontraron eritrocitos en los espacios de los canales tipo canal. Posteriormente, se
cuantificaron y graficaron las estructuras de vasos sanguineos (CD31+/PAS+) y
MV+ (CD31-/PAS+) en muestras no metastasicas (Fig. 19 A y B) y metastasicas
(Fig. 19 Cy D). En cada una de las biopsias tefiidas y escaneadas se seleccionaron
10 diferentes campos al azar y se observaron a 40 incrementos (40x) mediante el
software ImageScope J fiji IHQ (Tabla 7). De estas observaciones obtuvo como
resultado el promedio y desviacion estandar del conteo de vasos sanguineos en
muestras metastasicas y no metastasicas (Fig. 19 E), asi como el promedio y
desviacion estandar tipo capilar de MV+ en muestras no metastasicas y

metastasicas (Fig. 19 F). Los resultados mostraron que los tejidos tumorales de
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pacientes que no presentaron metéstasis presentaron menor cantidad de
estructuras tipo capilar positivas a MV en comparacion con estructuras de vasos
sanguineos (a excepcion de la muestra H-743), mientras que las muestras que
presentaron metastasis exhibieron una mayor cantidad de estructuras tipo capilar
(MV+) en comparado con vasos sanguineos.
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Figura 18. Identificacion de estructuras vasculares y tipo capilar en muestras
de tejidos de cancer de mama triple negativo con y sin metastasis. En A) se
observa los tejidos tumorales no metastasicos de los 6 pacientes diagnosticados
con CMTN y en B) se observan el tejido tumoral metastésico de 4 pacientes con
CMTN. En ambas micrografias se observa las estructuras formadas por células
endoteliales (PAS+/CD31+), y las estructuras de tipo capilar formadas por las
células tumorales (MV+) (PAS+/CD31-). Las flechas rojas sefialan el marcaje
positivo a CD31 indicativo de células endoteliales, flechas amarillas sefalan la
tincion de PAS+ rodeada de células tumorales, flechas azules sefialan los nucleos

de las células tumorales, (*) indica eritrocitos.
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Tabla 7. Cuantificacion de vasos sanguineos y MV por micra cuadrada en 10
campos.

No metastasicas

H-1575-20 H-1456-20 H-497-20 H-2334-20 H-1967-20 H-1997-20
Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV
sanguineos sanguineos sanguineos sanguineos sanguineos sanguineos
8 18 1 2 0 3 2 0 2 1 1 4
4 17 0 2 0 0 1 0 2 1 0 1
3 9 1 1 0 0 1 0 3 0 2 4
3 14 1 0 0 1 1 0 1 0 1 8
2 5 1 0 0 2 2 0 1 0 3 5
5 7 2 0 0 2 3 0 1 0 1 4
2 16 1 0 0 1 3 1 1 0 0 4
4 22 1 0 0 1 4 1 1 0 1 6
0 26 0 0 0 1 2 2 1 0 1 5
3 12 1 0 0 1 1 2 3 0 1 5
34 146 9 5 0 12 20 6 16 2 11 46
H-743-20 H-2251-20 H-848-20 H-47-20
Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV Vaslos MV
sanguineos sanguineos sanguineos sanguineos

1 5 4 3 4 5 0 4
5 5 2 3 2 4 3 8
2 3 2 2 4 0 3 10
3 5 0 1 3 0 1 10
4 3 0 2 0 0 0 5
2 0 0 1 0 0 0 3
3 2 0 2 0 1 1 10
6 2 0 1 0 2 3 14
3 3 1 0 0 2 0 5
5 3 2 0 0 3 0 4
34 31 11 15 13 17 11 73
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Figura 19. Cuantificacién de estructuras vasculares y tubulares en tejidos de
CMTN. Se determiné el conteo de los vasos sanguineos y estructuras de MV en
muestras no metastasicas (A, B) y muestras metastasicas (C, D) respectivamente y
se obtuvo el promedio y desviacién estandar. El promedio del conteo de las
estructuras de vasos sanguineos (E) y MV (F) se determindé en ambos grupos. Se
observd que en muestras no metastasicas hay una proporcion mayor de vasos
sanguineos, mientras que en las muestras metastasicas hay una mayor proporcion
de estructuras MV+. Con un valor de p<0.05 estadisticamente significativo en el

promedio de las estructuras de MV+.
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15.11. Analisis de expresion de miRNAs que regulan el MV y metastasis en
CMTN.

Se ha descrito que la desregulacion de los miRNAs en las células tumorales sugiere
gue tienen efectos moderatorios sobre el desarrollo del tumor. Algunos miRNAs
pueden actuar como genes supresores de tumores u oncogenes, esto dependera
del tejido donde estan siendo expresados (Si et al., 2019). En cdncer de mama se
ha identificado diferentes perfiles de expresion diferencial de los miRNAs que
regulan el MV y la metastasis. En este proyecto previamente se realizé un ensayo
in silico de 10 miRNAs que regulan el MV y la metastasis en diferentes tipos de
cancer incluido el cancer de mama. Los miRNAs que se emplearon para determinar
su perfil de expresion en el MV y metastasis fueron el miR-526b, miR-9*, miR-126,
miR-29b, miR-145, miR-125b, miR-148a, miR142-3p, miR-31 y miR-200b. Todos
estos miRNAs han sido reportados con una baja expresion en cancer de mama y
modulan diversos hallmarks del cancer (ver tabla 8). Adicionalmente, se realiz6 la
identificacion de los blancos predichos de estos miRNAS y se encontraron que estos
mMiRNAs modulan a VEGF, HIF-1a, NOTCH, estos factores promueven la formacién
del MV y metastasis en cancer de mama. Por ejemplo, la baja expresién del miR-
526b pudiera estar favoreciendo la activacion de VEGF, TWIST, NOTCH2, entre
otras. Por lo que posiblemente, la expresién de estos miRNAs en cancer de mama

metastasicos este mas suprimido, comparado, con los no metastasicos.

80



Tabla 8. miRNAs que modulan potenciales genes blancos que participan en la

formacion del MV y metastasis en cancer de mama.

MiRNA Expresion en Blancos en MV/Met
C. mama

miR-526b  Baja

miR-9* Baja

miR-126 Baja
miR-29b Baja

miR-145-5p Baja

miR-125b  Baja

miR-148a Baja

miR-142-3p Baja
miR-31 Baja

miR-200b  Baja

Targetscan

VEGF, TWIST, ZEB2,
NOTCH2, WNT2, AKT3,
PIC3CA, MMP2, Myc

STMN1, VEGF, TWIST,
NOTCH, WNT2B, MMP16,

ITGA2, FAK2
RGS3, VEGF

MMP2, VEGFA, WNT, AKT,
STAT3, ITGB1, ITGB6
AKT,PI3K, mTOR, ZEB2,

Hallmark del cancer
Angiogénesis, transicion epitelio
mesenquima, proliferacion, invasion

Progresion del tumor, metastasis

Proliferacién, invasion, migracion,
angiogénesis
Metastasis

Metastasis, angiogénesis y

Serpinel, MMP16, MMP19, crecimiento

ITGB8, VEGF

AKT,PI3K, mTOR, MMP11 Angiogénesis, metastasis

WNT, HIF1A, NOTCH2,
VEGFC, ITGAL, ITGAS,
ITGAS, ZEB1, ZEB2, STAT1,

STAT2, MMP16
Integrina

ROCK1, MMP16, RASAL,

WNT

Migracidn, invasion

Invasion

Progresién y metéstasis

NOTCH, ZEB1, ZEB2, VEGFA, Transicidn epitelio mesenguima,

SNAI2, AKT2, MMP16

metdastasis

Mimetismo Vasculogénico

No reportado

Inhibe el MV en glioma

Inhibe el MV en céncer de mama
Inhibe el MV en cancer colorectal

Inhibe el MV en céncer de pulmén

No reportado

No reportado

No reportado
No reportado

No reportado

Referencia

Stephanie
Hunter, et al
2019. Liu, Y. et
al. 2020

Song, Y., etal.
2013.Ma, L., et
al. 2010

Hong, Z., et al.
2019

Song, Y., et al.
2021

ZouC, etal.
2012. (Huang,
Y. et al. 2020)
Riquelme et al.
2016

Jiang, Q., et al.
2016

Yu, W,, et al.
2019

Zhang et al
2020
Soheilyfar, S., et
al 2018
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15.12. Expresion relativa de miRNAs que regulan la metéstasis y el MV en
CMTN.

Se determin6é el analisis de la expresion relativa de los 10 miRNAs antes
mencionados (miR-526b, miR-9*, miR-126, miR-29b, miR-145, miR-125b, miR-
148a, miR142-3p, miR-31 y miR-200b) por RT-PCR en muestras de tejidos de
cancer de mama metastasicos y no metastdsicos. Se obtuvieron los siguientes
resultados, se observo un nivel de expresion diferencial de 8 miRNAs entre los
tejidos tumorales metastasicos y no metastasicos, mientras que los otros dos
mMiRNAs no hubo diferencias significativas entre los grupos. De estos 6 de los
MiRNAs: el miR-142-3-p, miR-145, miR-31, miR-148a, miR-200b y miR-526 se
detectaron altamente expresados en muestras no metastasicas comparado con las
metastasicas con un valor estadisticamente significativo (p<0.05) entre ambos
grupos en pacientes mexicanas con CMTN. Mientras que 2 miRNAs: el miR-125b y
miR-9* se detectaron en alta expresion en los tejidos metastasicos comparado con
el no metastasicos con valor de p<0.05. Sin embargo 2 de los miRNAs: el miR-125
y miR-29b no mostraron cambios en su nivel de expresion en la poblacién mexicana

seguetas al estudio (ver Fig. 20).

Posteriormente, realizamos el andlisis de expresion de estos miRNAs en una
cohorte de pacientes de cancer de mama que se obtuvo de los datos publicos de
TCGA. Para esto, los datos de expresion fueron obtenidas de la herramienta
bioinformética  https://www.cbioportal.org/datasets del estudio carcinomas
mamarios invasivos. De estos carcinomas invasivos se eligieron Unicamente los
datos de los tumores de CMTN. Los resultados que observamos mostraron que tres
MiRNAs: A2) el miR-142-3p, B2) miR-31 y G2) miR-9* estan altamente expresados
en tejidos no metastasicos de CMTN en comparacion con los tejidos metastasicos.
Mientras que 6 de los miRNAs, el C2) miR-148a, D2) miR-200b, E2) miR-145, F2)
miR-125b, H1) miR-126 y 12) miR-29b no mostraron cambios significativos en su
nivel de expresion entre ambos tipos de muestras. Por otro lado, el miR-526b no ha

sido reportado en la base de datos de TCGA en este tipo de muestras.
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El andlisis de la base de datos de TCGA sugieren que solo 3 de los miRNAs se
encuentran altamente desregulados en tejidos no metastasicos en comparacion con
los metastésicos y es posible que estos tejidos puedan ser positivas a la formacion
de MV.

De manera interesante, cuando comparamos los perfiles de expresion de las
muestras de la poblacién mexicana con CMTN con metastasis y sin metéstasis con
los niveles de expresion de miRNAs de las pacientes con CMTN de la base de datos
se observé que el Al, A2) miR-142-3p y B1, B2) miR-3 se encuentran en alta
expresion en ambos grupos de estudio. El nivel de expresién en ambas cohortes se

muestra en la tabla 9.

83



TCGA. Nature 2012

Mexicanas

TCGA. Nature 2012

Mexicanas

+

0.750

p
.
.
.}.
)
T
NM

(]

Lid

o : _ . |=
m ‘.

8 :

In : =
L] =
oo D AL
Gie L-HIW |2p EAllela) ugIsaudx ]

Ll
™%}

0.0483

p=

dg-gi-yil |ap ealjejal ugisaidx

]
=T

0.0011

p=

NM

=]
Noo o 9w o wmo

dg-zp | -¥Iw [8p BAllE|a) c@_mm_m_xm_
-
<

p=0.4569
ns

=]
L

M

0.0098

p=0.0146
.

NM

0.0266

p=

NM

o
«B-HILL 3P BAE|A) UDISaIdXS

G2

M

P
L
"'.i."'
NM

N - ]

4Gz -2l (8 BAjeal UISaidX

(=l
[

0.0353

p=

=]

= i [=] =l
LB |ap eajejal ugisaldxg

=
o

0.9462
ns

p=

F @ @ A B R

LE-HIW |ap eajejal uglsaldxg

[
[=1]

T

NM

& G Lal (=] o

BE -4 W Jounisaidyxa ane|ay

c2

p=0.

0.0013
.
-
MM M

p<0.0001

= - [=} inl o [r]

LE-HIW (B BAIJE|E] co_mmax_m_

N o e m g

B | -4 (8P BAIJE|SL co_mmau_m_

—
[

0.1928

p=

9Z|-HIW |3p BAE[aI UgisadX

o4
T
] =
E]
P
a =
z
-
9Z4-HIW [3p EAlE[aI UgIsaidx s
-
T
n =
P
0
00
0w
S €
I
=%
| =
. z

900T-HIW Jo UgIsadxe aANERY

D2

P

G ]

q00zZ-HiW |3p BAJE[a) upisaIdXT

.

=
=

84



Mexicanas TCGA. Nature 2012

11 p=0.9346 12
2 NE

& p=05501
ns

Relative expresidn of miR-29b
b J :
1 | ;* . | ]

:

|l+ |

0

]

Relative expresion of miR-29h

=

Relative expresion of miR-526b

NM M

Figura 20. Analisis de expresion relativa de miRNAs en CMTN metastasico y
no metastasico. En los graficos se muestra la alta expresion diferencial de 6
miRNAs en CMTN no metastasico en comparacién con el grupo metastasico.
Mientras que 2 miRNAs: F1) el miR-125 y G1) miR-9* muestran un bajo nivel de
expresion en el tejido no metastasico en comparacion con los metastasicos y 2
mMiRNAs H1) miR-125 y I1) miR-29b no mostraron cambios en su expresion en
ambos grupos. También mostramos una desregulacién en el nivel de expresion
relativa de 9 de los miRNAs que analizamos en las muestras mexicanas Al) miR-
142-3p, B1) miR-31, C1) miR-148a, D1) miR-200b, E1) miR-145, F1) miR-125b, G1)
miR-9*, J1) miR-526b. El A2) el miR-142-3p, B2) miR-31 y G2) miR-9* mostraron un
perfil de expresion diferencial estadisticamente significativo en las muestras de
CMTN obtenidas de la base de datos de TCGA. Ademas, encontramos que el nivel
de expresion del A1, A2) miR-142-3p, B1, B2) miR-31y G1, G2) miR-9* en pacientes
mexicanas concuerdan con los datos de TCGA. El analisis mostrdé una expresion
heterogénea en todas las muestras de tumores. (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***)
p<0.001.

85



Tabla 9. Comparacién de los perfiles de expresién de miRNAs desregulados
en CMTN contra TCGA

Expresion en Expresion en
, datos de
pacientes TCGA
mexicanas
mMiRNA NM M NM M
miR-142-3p 1 | 1 l
miR-145 1 | No significativo | No significativo
miR-31 1 ! 1 !
miR-125b | 1 No significativo | No significativo
miR-148a 1 1 No significativo | No significativo
miR-9* | 1 1 )
miR-200b 1 ! No significativo | No significativo
miR-125b No significativo | No significativo | No significativo | No significativo
miR-29b No significativo | No significativo | No significativo | No significativo
miR-526b 1 ! No comparable | No comparable

1 Alta expresién. | Baja expresion.

15.13. Vias de sefializacién que promueven el MV y la metastasis regulada
por miRNAs en CMTN en poblacion mexicana.

Con el objetivo de integrar la expresion desregulada de los 10 miRNAs
seleccionados en la etapa experimental de este proyecto. Se propuso un modelo
gue ilustra las vias de sefializacidon y los transcritos blancos que impactan en el
desarrollo del MV y la metastasis en CMTN (Ver Fig. 21). En este modelo ilustramos
las vias de sefializacién de las integrinas, EphA2, Ve-Cad, VEGF, NOTCH, NODAL,
hipoxia y WNT. Por lo tanto, nosotros proponemos una explicacion hipotética de la

desregulacion de los miRNAs en la via de sefializacion VEGF/PI3K/ERK.

Se ha descrito que VEGF promueve la formacion de estructuras de MV, invasion y
metastasis en cancer de mama. Cuando el VEGFR-2 se fosforila tras su activacion
por VEGFA promueve rio abajo la cascada de sefializacién de PI3K/ AKT que a su
vez induce la fosforilacion de ERK. Por otra parte, ERK regula tanto la actividad y

la expresion de la metaloproteinasa de matriz 14 (MMP-14) en células altamente
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invasivas de CMTN. La MMP-14, a su vez, activa la MMP-2 produciendo la escisién
la cadena de laminina 5y? para producir fragmentos y2“ y y2, que se secretan en la
matriz extracelular para promover la migracion, invasion y metastasis del tumor
(Delgado-Bellido et al., 2017) (Nilsson & Heymach, 2006).

Dado que en cancer los miRNAs pueden actuar como genes supresores de tumores
u oncogenes, la desregulacion de estos miRNAs impacta en el desarrollo del cancer.
Nuestros resultados muestran que la baja expresion de los miRNAs: miR-142-3p,
miR-145, miR-31, miR-148a, miR-200b y miR526 presentan una funcién supresora
de tumores en CMTN metastéasico, por lo tanto, sus blancos estan sobrexpresados.
Por ello, proponemos a partir de los analisis de prediccion (Targetscan) que las vias
de sefalizacion VEGF/PI3K/AKT, ITG/FAK/ERK, Hipoxia puede ser regulada por
estos miRNAs. Por ejemplo, el miR-145 ejerce un papel de un supresor tumoral,
este miRNA tiene sitios de reconocimiento en la region 3’"UTR de transcritos como
VGFR-2, PI3K y MMP-14. Esto posiblemente indica que la desregulacién de este
miRNA puede afectar directa o indirectamente la activacion y fosforilacion de
proteinas que participan rio bajo de la via de sefializacion VEGF/PI3K/AKT. Por lo
que, al aumentar los niveles de expresion del miR-145 en CMTN metastasico se
vera disminuida la expresiéon de PI3K y MMP-14 y la inhibicién de la degradacion de
la matriz extracelular. Por otra parte, el miR-145 puede unirse al RNAm de ZEB1/2
disminuyendo sus niveles de expresion, y afectando a la transcripcion de TWIST1,
Snail y SLUG, lo cual, impacta en la inhibicion de la metastasis de los tumores de

CMTN metastasicos en este estudio.
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Figura 21. Modelo de regulacién del mimetismo vasculogénico y metastasis
mediada por metastamiRs. En rojo se muestran los miRNAs y los factores de
transcripcion en morado. Se indican las rutas de sefializacion de VEGF, PI3K, ERK,
SMADS/TGF-b, e integrinas impactadas por los microRNAs desregulados en los

tumores que presentaron MV y metastasis.
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16. Discusioén

El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en mujeres a nivel
mundial. El CMTN es el subtipo mas agresivo, de mal prondéstico debido a su
capacidad a desarrollar metastasis, resistencia a las terapias y desarrollar MV
(Deepak et al., 2020). Razoén por la cual es importante identificar moléculas con
elevada sensibilidad y especificidad que puedan ser utilizados como biomarcadores
para el prondstico y diagndstico de este tipo de tumor para poder establecer en un
futuro tratamientos de medicina traslacional especificos en pacientes con CMTN.
Estudios previos han reportado que la metéstasis se ve favorecida por un
mecanismo denominado mimetismo vasculogénico (MV) (Hendrix, 2015). EI MV es
un sistema de microvasculacién tumoral para la adquisicion de oxigeno y nutrientes
al tumor (Maniotis et al., 1999). Este mecanismos se ha correlacionado con la
agresividad y profesion del tumor al relacionarse con la baja sobrevivencia de los
pacientes, invasion y metastasis (Luo et al., 2020; H. Song et al., 2018).

Este proyecto se realizé en dos etapas, en la primera etapa se realizé un analisis in
silico empleando herramientas bioinforméticas de datos publicos con el objetivo de
conocer el perfil de expresion diferencial de miRNAs en pacientes con cancer de
mama. Detectamos la expresion diferencial de 26 miRNAs (miR-1304, miR-628-5p,
miR-3179, miR-3613-3p, MiR-493*, miR-3683, miR-450b-3p, miR-299-5p, miR-
548n, miR-1297, miR-3940, miR-675, miR-208b, miR-149, miR-559, miR-2116,
miR-23c, miR-1825, miR-144, miR-99a*, miR-758, miR-3649, miR-1253, miR425,
let-7b, miR-942) en cancer de mama, los cuales, mostraron un bajo nivel de
expresion en los tumores metastasicos, con respecto a los pacientes que no

presentaron metastasis.

Estudios previos demuestran la participacion de estos miRNAs en la met4stasis en
diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama. Por ejemplo, el aumento
de los niveles de expresion del miR-1304 inhibe la migracion e invasion en cancer
de vejiga a través de Myc (Q. Liu et al., 2020). Sin embargo, su participacion en la

metastasis y el MV en cancer de mama no ha sido reportado previamente. Por lo
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tanto, para investigar la importancia biolégica de estos miRNAs en los procesos de
metastasis y MV, realizamos una busqueda de los genes blancos de los miRNAs
antes mencionados mediante analisis de prediccidn (Targetscan). Los resultados de
prediccion sugieren que el miR-1304 tiene como RNAm blancos a AKT1, ZEB2,
ROCK1/2, VEGF-C y serpine. El andlisis in silico mostr6 que estos genes estan
asociados en el desarrollo de la metastasis y el MV. Por otra parte, Lin y col.,
reportaron que el incremento en la expresion del miR-628 suprime la migracion e
invasion a través de la regulacion de SOS1 en CSC de cancer de mama (Lin et al.,
2018). Sin embargo, su participacion en el MV no ha sido reportado en ningun tipo
de cancer. La busqueda de blancos biolégicos de este miRNA mostré que el miR-
628-5p tiene sitios de union en el sitio 3'UTR para los RNAmM de serpine, STAT1,
MMP2 y AKT1, por lo cual, el miR-628-5p sea un potencial biomarcador para el

diagndstico y pronostico en el desarrollo del cAncer de mama.

Actualmente, de los 26 miRNAs desregulados que detectamos en el perfil de
expresion bioinformatico (CMEP), solo se ha reportado la participacion del miR-299-
5p en el desarrollo del MV en cancer de mama, el cual, es un regulador negativo de
osteopontina una proteina oncogénica que contribuye en el MV (Shevde et al.,
2010). Sin embargo, el resto de los miRNAs no se ha reportado su participacion en
el MV. Nosotros encontramos que el conjunto de los 26 miRNAs tienen sitio de unién
en diferentes factores de transcripcion que estan relacionados en el MV y
metastasis. Por otra parte, mediante la construccion de redes de interaccion entre
MiRNAs-RNAmM, se determinaron funciones reguladoras claves de los miRNAs
identificados a través de sus blancos. Las redes mostraron una importante relacién
regulatoria entre los miRNAs y mRNA relacionados con el MV y metastasis. Los
resultados de las redes de interaccion demostraron que la MMP2, AKT1, STATS3,
HIF1A, VEGFA, TWIST1 estan regulados por el miR-23c, let-7b, miR-548n, miR-
299-5p, miR-675-5p y miR-942. El estudio de Hameiri y col., reportaron que el
supresor de tumores let-7b regular negativamente a HIF-1la modulando la
metastasis, lo cual, concuerda con el resultado predicho (Hameiri-Grossman et al.,

2015). En otro estudio en células de carcinoma renal metastasicas se reporto que,
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los altos niveles de expresion del miR-942 aumenta la secrecion de la MMP-9 y
VEGF promoviendo la migracién y resistencia a la terapia (Prior et al., 2014). Sin
embargo, no hay estudios reportados que indiquen la participacion de la interaccion

de estos miRNAs en el desarrollo del MV en cancer de mama.

En la segunda etapa del presente estudio se analizaron tejidos de CMTN con y sin
metastasis mediante inmunohistoquimica, la deteccion y reconocimiento de las
estructuras caracteristicas del MV en los dos grupos de estudio se realizé a través
de dobles tinciones CD31/PAS. Los resultados observados muestran que el MV
(CD31-/PAS+) se detectd en ambos grupos de tejidos tumorales con y sin
metastasis. Sin embargo, los tumores metastasicos presentaron mayor MV
comparado con los no metastasicos. Este resultado concuerda con el estudio de
Sun y colaboradores quienes identificaron que en pacientes con carcinoma
hepatocelular el desarrollo de MV se relacion6é con la alta tasa de metastasis
comparado con los tejidos no metastasicos (Sun et al., 2006). Ademas, estudios
previos determinaron la asociacion entre el MV y los parametros clinico patoldgicos
en cancer de mama. Shen y col., incorporaron diferentes datos de estudio y
mostraron que el MV se correlaciona significativamente con el tamafio del tumor,
grado de diferenciacién (l11-1V) y metastasis (Shen et al., 2017). Esto concuerda con
los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que las muestras de pacientes
que desarrollaron metéstasis presentaron un grado de diferenciacion (IV) y la
presencia de MV fue mayor en estas muestras comparado con las muestras no

metastasicas que presentaron un menor grado tumoral (I a 1) y menor MV.

Por otra parte, se ha descrito que los miRNAs participan en la regulacion
transcripcional de diversos procesos celulares. Sin embargo, la expresion
desregulada de estas moléculas puede tener funciones promotoras o inhibidores de
diversos procesos como los hallmarks del cancer. Diversos estudios han propuesto
el uso de miRNAs como posibles biomarcadores para el prondstico, diagnéstico y
terapéutico en CMTN. Sin embargo, pocos estudios muestran la participacion

conjunta de los miRNAs, el desarrollo del MV y metéastasis en tumores de CMTN.
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Previamente se informé que en células de CMTN, la disminucion de la expresion
del miR-93 inhibe la formacién del MV y metastasis a través del aumento de la
expresion de E-cadherina y ocludina genes involucrados en la transicion epitelio
mesénquima y disminucién de la expresion de marcadores mesenquimales de
vimentina y N-cadherina (An et al., 2021). En CMTN se reportd que el miR-490-3p
es esponjeado por el IncRNA TP73-AS1 lo que promueve la sobreexpresion de
TWIST1 favoreciendo la formacion de MV (Tao et al., 2018). Por otro lado, los bajos
niveles del miR-9 se asociaron al desarrollo del MV al inducir la sobreexpresion de
STMNL1 en glioma (Y. Song et al., 2013). Por otra parte, este miRNA promueve la
supresion de la metéstasis y la transicion epitelio mesenquimal a través de la

regulacion negativa de FOXP2 en cancer colorectal (W. X. Wang et al., 2019).

Para determinar si los 10 miRNAs analizados experimentalmente estan
relacionados con la metastasis en pacientes que desarrollaron MV, se realiz6 la
busqueda de RNAm blancos potenciales mediante la prediccion de Targetscan. El
resultado mostré que el miR-9* puede potencialmente regular la expresion de
NOTCH2, FAK2, TWIST1, VEGF-C. Twistl promueve la formacion del MV en CMTN
al reprimir la actividad promotora de Claudinl5 (D. Zhang et al., 2020). La activacion
de la via de sefalizacion de NOTCH/NICD/NODAL participa en la angiogénesis, el
MV y metastasis a través de la activacion por Jagged1/2 (Vartanian et al., 2013; Y.
Wang et al.,, 2018). La activacion de la via de sefializacion de la via FAK/Src
promovida por VEGF se ha implicado en el desarrollo de la angiogénesis y MV en
CMTN (Lozano-Romero et al., 2020; Zang et al., 2015) (Salinas-Vera et al., 2018).
Mientras que la alta expresion de VEGF activa la cascada de sefalizacion de
PIBK/AKT impulsando el desarrollo del MV (Salinas-Vera et al., 2018)(X. Xu et al.,
2019). Al analizar su expresion mediante RT-PCR encontramos que el miR-9* se
encuentra altamente expresado en tejidos de CMTN con MV+ y metastasis con
respecto a los no metastasicos. Parte de este resultado, concuerda con los
resultados de Wang y col., quienes demostraron que la sobreexpresion del miR-9
se asocia con la metastasis en cancer de mama (J. Wang et al., 2013).
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Recientemente se ha reportado en cancer de mama que el miR-526b mostré una
baja expresion promoviendo la proliferacion celular, invasion, transicion epitelio
mesénquima y metastasis en ganglios linfaticos mediante la sobreregulacion de
Twistl (Y. Q. Liu et al., 2020). Por otra parte, en cancer de cuello uterino se encontrd
que la expresion aumentada del miR-526b suprime la transicion epitelio
mesenquimal a través de la represion de PBX3 (H. Li et al., 2019). Este miRNA en
cancer de pulmon inhibe la metastasis mediante STAT3/PDL1 (K. bing Chen et al.,
2021). No obstante, no hay estudios que demuestren su participacion en el MV en
ningun tipo de cancer. Sin embargo, nosotros demostramos que el miR-526b en
CMTN positivos a MV y metastasis mostraron bajos niveles de expresion. Los
analisis de prediccion para este miRNA identificaron que sus posibles blancos
predichos son: Twistl, ZEB2, WNT2, AKT3, NOTCH2, MMP2 y que posiblemente
estén participando en los procesos bioldgicos antes mencionados. Por otra parte,
Zhang y col., encontraron que la restauracion de la expresion del miR-526b regula
negativamente a HIF-1a suprimiendo la proliferacién celular y la metastasis en

cancer de colon (R. Zhang et al., 2016).

Por otra parte, se ha informado que el miR-145 tiene como genes blanco a MMP11,
ROCK1, entre otros que participan en la invasion y metastasis en cancer de mama
(W.-X. Xu et al., 2019). En cancer colorectal la sobreexpresion del miR-145-5p
afecta la proliferacion celular y la metastasis a través de CXCL1y ITGA2 (Zhuang
et al., 2021). Mientras, en el analisis de prediccion detectamos que este miRNA
tiene como blanco a la integrina ITGB8, la cual, podria estar implicada en la
metéastasis de CMTN. Adicionalmente, analizamos el nivel de expresion relativa de
este miRNA y se encuentro disminuido en las muestras de CMTN que presentaron

MV y metéstasis con respecto a los tejidos no metastasicos.

Un estudio previo identifico un perfil de expresion diferencial de miRNAs modulados
por la hipoxia antes de la formacion del MV, entre los cuales, se identificd la baja
expresion del miR-148a que se asoci6 con la baja sobrevida de las pacientes con

cancer de ovario (Salinas-Vera et al., 2019b). Nosotros obtuvimos resultados
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similares en los tejidos de CMTN que son positivos al MV y que desarrollaron
metastasis. El analisis de prediccion mostré que este miRNA tiene como genes
blancos a TGFBR2, MMP16 y HIF-3a, los cuales participan en la angiogénesis,
metéstasis y MV. Ademas de estos blancos ya reportados, en nuestra basqueda se
sugiere que el miR-148a puede unirse a ZEB2 y STAT1/2 para participar en los

procesos de metastasis.

Otras investigaciones han demostrado que los niveles de expresion del miR-125ay
let-7e tras el tratamiento con cisplatino disminuyen provocando un incremento en la
expresion de IL-6 dando como resultado la formacion de MV en cancer de mama
(Park & Kim, 2019b). Por otro lado, el miR-125b en tejidos y lineas celulares de
CMTN se encuentra sobrexpresado, por lo que su inhibicibn disminuye la
proliferacion celular, migracién y TEM al inhibir las vias WNT/B-catenina (Nie et al.,
2019). Estos datos coinciden con nuestro resultado. Sin embargo, es importante
sefalar que este miRNA esta desregulado en pacientes metastasicos que son
positivos a MV. Los resultados de prediccion identificaron que este miRNA tiene sitio
de unién para AKT, PI3K, mTOR, MMP, WNT, HIF, VEGF, ZEB1 entre otros y que

posiblemente estén promoviendo la angiogénesis, MV y metastasis.

La funcion del miR142-3p en el proceso de la metastasis en cdncer de mama ha
sido reportado previamente, donde Mansooriy col., demostraron que la restauracion
en sus niveles de expresion de este miRNA reduce los niveles del RNAm de Bach-
1 causando la inhibicion de la transicién epitelio mesenquimal, proliferacion celular,
migracion y metéstasis en este cancer (Mansoori et al., 2019). Nosotros reportamos
que el miR-142-3p se encuentra inhibido significativamente en los tumores triples
negativos de mama metastaticos con MV. El analisis de prediccibn mostro que este
mMiRNA tiene sitios de union 3’UTR a la IGB1, las cuales, son proteinas que activan
la via se sefializacion de FAK para promover la metastasis y la formacion de redes
similares al MV en CMTN (Kawahara et al., 2018).

En células de CMTN y luminales los niveles de expresion del miR-31 y miR-143 se

encuentran disminuidos en comparacion con células mamarias normales, la
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restauracion en su expresion disminuyo eficazmente la invasion y metastasis (L. ji
Luo et al., 2016; Soheilyfar et al., 2018). Sin embargo, no muestran a través de que
vias se restauran esos eventos. Nosotros observamos un resultado similar en el
nivel de expresion del miR-31 en muestras de pacientes con CMTN con metéstasis
y MV que esta significativamente disminuido en contraste con el grupo de pacientes
gue no presentaron metastasis. Por otra parte, la participacion de este miRNA no
ha sido estudiada en la formacion del MV. A través de analisis predictivo, nosotros
identificamos que este miRNA tiene como genes blancos predichos como las MMP-
16, ROCK1, RAS1y WNT, estas moléculas pueden los procesos de vascularizacion

y la metéstasis.

Por otra parte, la familia los miR-200, en particular el miR-200b se ha reportado su
participacion en los procesos de transicibn epitelio mesenquimal, migracion,
invasion y metastasis en cancer de mama (H. Hong et al., 2016; Humphries et al.,
2017; Sossey-Alaoui et al.,, 2018; Watson et al., 2018; Zheng et al., 2017).
Actualmente su funcién en el MV no ha sido reportado, no obstante se ha descrito
que el miR-200b inhibe la angiogénesis al regula negativamente la sefializacion de
VEGF (Choi et al., 2011). Ademéas, de VEGF, los blancos predichos con sitio de
unién para el miR-200b que modulan el proceso de MV y metastasis son SNAIZ2,
AKT, MMP, SMAD2, NOTCH. Nuestros resultados demuestran que el miR-200b
esta disminuido significativamente en pacientes con metastasis, esto sugiere que
sus blancos mencionados anteriormente estén sobrexpresados promoviendo dichos

procesos.

Por otra parte, encontramos que el miR-126-5p y miR-29b que no presentaron una
expresion significativa en CMTN metastasicos y con presencia de MV. Sin embargo,
se ha reportado su participacion en el desarrollo del cancer. Por ejemplo, se ha
reportado la sobreexpresion del miR-126-3p inhibe la proliferacion, migracion y
angiogénesis al regular negativamente a RGS3 en CMTN (Z. Hong et al., 2019b).
Ademas, el miR-126-5p inhibe la angiogénesis mediante la regulacion de VEGF-A

en cancer de mama (Alhasan, 2019). En cancer hepatocelular la restauracion de la
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expresion del miR-126-3p inhibe la metéstasis y la angiogénesis al dirigirse a LRP6
y PIK3R2 (Du et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento no hay estudios sobre
la participacion del miR-126-5p en la regulacion del MV en cancer. Las predicciones
indican que este miRNA tiene sitios de union en genes como: VEGF-A, HIF-1A 'y
TWISTL.

Por otra parte, diversas investigaciones han demostrado que el miR-29b se
encuentra en baja expresion en lineas celulares en cancer de mama comparado
con tejido normal. Por ejemplo, se ha informado que el aumento de la expresion del
miR-29b en cancer colorectal promovio la apoptosis, inhibe la migracion, invasion
y el MV a través de la regulaciéon del eje ETV4/ERK/EGFR (Leng et al., 2021). En
carcinoma hepatocelular, se reportdé que el miR-29b inhibe el MV promovido por la
IL-6 al unirse a STAT3 y MMP2 (Fang et al., 2017). Nuestros resultados de las
predicciones sugieren que el miR-29b puede unirse a genes involucrados en la
transicion epitelio mesenquimal y metastasis como MMP2, STAT3, AKT1y en genes
involucrados en el desarrollo del MV como VEGF-A y WNT. Sin embargo, no
encontramos diferencias significativas en el nivel de expresion de estos miRNAs en
los tejidos analizados en el presente estudio. A pesar de eso, consideramos que el
namero de muestras evaluadas en este trabajo es pequefio, pero quiza con un
namero mayor de muestras podrimos observar una tendencia significativa en el nivel

de expresion de estos miRNAs entre los grupos de estudio.
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17. Conclusién

En el presente estudio identificamos un perfil de expresion diferencial de 26
metastamiRs mediante herramientas bioinforméticas que sugieren, que los miRNAs
(miR-1253, miR-493, miR-450b, miR-559, miR-1297, miR-149, miR-628-5p, miR-
548n, miR-675*, miR-3179, miR-425*, let-7b, miR-23c, miR-299-5p, miR-3613-3p,
mMiR-992, miR-144* miR-942, miR-1825, miR-1304) tienen un papel de supresores
de tumores ya que sus niveles de expresion se encontraron disminuidos en
muestras de céncer de mama con metastasis. A través de las predicciones
encontramos que estos miRNAs tienen diferentes sitios de unién en el extremo
3'UTR de genes que participan en diferentes vias de sefalizacion como la de
VEGF/PI3K/AKT. Por lo que se sugiere, que estos miRNAs podrian estar
participando en la formacién del MV y metastasis a través de redes de interaccion
entre mMIRNA-RNAmM. Ademas, se identificaron 7 miRNAs expresados
diferencialmente que estan siendo modulados en la metastasis y MV en tumores de
pacientes mexicanas con CMTN. Detectamos dos miRNAs (miR-125b y miR-9*) en
CMTN con metastasis, los cuales, pudieran estar participando como oncomiRNAS.
Mientras que los miRNAs (miR-142-3p, miR-145, miR-31, miR-148a, miR-200b y
miR-526) que mostraron una baja expresiéon en CMTN pudieran tener una funcién
supresora de tumores con metastasis. EI modelo propuesto en este trabajo integra
las diversas vias de sefalizacion como: ITG/FAK/ERK, VEGF/PI3K/ERK,
WNT/STAT entre otras que promueven la formacién del MV regulado por los
mMiRNAs. Esto posiblemente indica los mecanismos por los cuales, la desregulacién
de estos miRNAs puede afectar directa o indirectamente la activacion y fosforilacion
de proteinas que participan rio bajo de estas vias de sefializacion.

Nuestros resultados sugieren que la expresién desregulada de los miRNAs
analizados en el presente estudio modulan la metastasis y el MV a través de la union

con sus mMRNA blancos que participan en diferentes vias de sefializacion.
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18. Perspectivas a futuro para este proyecto

1. Realizar un analisis global de la expresion diferencial de los miRNAs en una

cohorte con mayor niumero de muestras de CMTN.

2. Realizar analisis funcionales mediante la restauracion o inhibicion de la expresion
de algunos miRNAs desregulados en CMTN para validar y confirmar si su funcién
esta involucrada en el desarrollo de la metastasis y formacion del MV a través de la

regulacion de sus RNAm blancos.

3. Analizar la funcién de los miRNAs desregulados en modelos murinos.
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