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RESUMEN

El cancer de mama es un padecimiento multifactorial formado por un conjunto de
enfermedades heterogéneas relacionadas entre si que dan como resultado el
crecimiento y proliferaciéon anormal del tejido en donde se desarrolla dando lugar a
la formacién de una masa tumoral que puede invadir tejidos adyacentes o distales
mediante el proceso de metastasis. EI cancer de mama tiene una elevada
incidencia en mujeres en América Latina y es la principal causa de muerte por
cancer teniendo una muerte por cancer de mama cada dos horas. Prondsticos
determinan que el numero de mujeres diagnosticadas con cancer de mama
aumentara en un 40% en Ameérica Latina. Para que exista la transformacion de
célula normal a célula cancerosa, se deben alterar diversos procesos que regulan
los mecanismos de control en el crecimiento, division, diferenciacion y proliferacion
celular. Entre los procesos alterados se encuentra la angiogénesis que se define
como la formacién de vasos sanguineos a partir de vasculatura pre existente, este
proceso es vital para abastecer de nutrientes y oxigeno al tumor, ademas, sirve
como una via de eliminacion de desechos asi como una ruta para la diseminacion
de células tumorales a través de los vasos sanguineos con la finalidad de
colonizar e invadir tejidos distantes. Para que se desarrolle el proceso
angiogénico, el tumor crece en un ambiente de estrés por la falta de oxigeno y
nutrientes, este estrés permite una reprogramacion genética que sintetiza y libera
factores pro-angiogénicos que son captados por receptores en las células
endoteliales que promueven el remodelamiento de la matriz extracelular y el
desarrollo de la vasculatura pertinente que asista al crecimiento del tumor. Existen
terapias anti-angiogénicas que evitan la funcién efectora de los factores pro-
angiogénicos, sin embargo dichas terapias han resultado ineficientes o en su
defecto promueven la regresién tumoral desarrollando un tumor mas agresivo.
Debido a esto se plantean el uso de terapias alternativas que reduzcan o eliminen
la produccion de factores que promuevan el desarrollo tumoral, en este contexto
se han analizado el uso de microRNAs como nuevos agentes terapéuticos ya que
los microRNAs son nuevos moduladores de la expresion génica que reducen la

sintesis de proteinas a nivel mensajero debido a que un solo micro RNA puede
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modular la expresion de varios transcritos. Previamente nuestro grupo de trabajo
determind que al restablecer la expresion del miR-204 en células de cancer de
mama triple negativo MDA-MB-231 se modularon la expresion de factores pro-
angiogénicos y por ende este micro RNA era un regulador de la angiogénesis. El
presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar el efecto del miR-204 en la regulaciéon
de la angiogénesis en células de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 a
través del factor pro-angiogénico FGF1l. Los resultados mostraron que el
restablecimiento de la expresién del miR-204 disminuye la expresion a nivel
proteina de FGF1 en condiciones de normoxia e hipoxia, asi mismo el
restablecimiento de la expresibn del miR-204 abate la angiogénesis.
Adicionalmente se encontr6 que células MDA-MB-231 sometidas a condiciones de
hipoxia, en contacto con matriz extracelular a las 12 h de cultivo, forman una red
de estructuras tubulares tipo capilar sin contacto con las células endoteliales,
fenébmeno denominado como mimetismo vasculogénico, este fenbmeno es un
nuevo mecanismo de perfusibn y diseminacion de nutrientes al tumor. El
mimetismo vasculogénico desarrollado por las células tumorales, al estar en
contacto con células endoteliales forman estructuras tortuosas e irregulares
indicativo de sinergismo vascular. Al restablecer la expresion del miR-204 en
células MDA-MB-231 abaten la formacion de mimetismo vasculogénico y
sinergismo vascular. Al analizar la expresion de proteinas en condiciones de
hipoxia se encontré6 que TGFBR2 estaba sobre expresado, el grupo de trabajo
demostré que esta proteina era blanco del miR-204 por lo que se determino el
efecto de su silenciamiento en el mimetismo vasculogénico encontrando que al
silenciarlo, se inhibia el desarrollo de estructuras tubulares por la célula tumoral.
Estos hallazgos determinan que el miR-204 no solo abate la angiogénesis sino
también el mimetismo vasculogénico lo que sugieren que el miR-204 puede ser un

agente terapéutico en cancer de mama.
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|. INTRODUCCION.
1. Antecedentes generales del tema.

1.1 Céncer.

El cancer es un padecimiento que se caracteriza fundamentalmente por una
proliferacion celular descontrolada asociado a diversas conductas humanas como
la dieta, exposicion a agentes toxicos, o alteraciones genéticas. Las células
cancerosas forman tumores malignos que invaden tejidos vecinos Yy
posteriormente pueden colonizar tejidos distantes mediante el fendmeno

denominado metastasis; esto lleva a la destruccidn de tejidos y 6rganos vitales.

El termino cancer ampara mas de 100 formas de la enfermedad, de acuerdo al
tejido afectado; incluso dentro de un mismo tejido, podemos encontrar muchas
variedades de cancer con distinta morfologia y grado de malignidad. Las células
normales crecen y proliferan solo cuando reciben sefiales o estimulos
provenientes de otras células del organismo (hormonas, factores de crecimiento,
etc.). Sin embargo, las células cancerosas ignoran los controles normales de
proliferacion y en general crecen respondiendo a sefiales internas estimuladoras

de la proliferacion celular (1).
1.1.1 Carcinogénesis.

El origen de un tumor proviene del dafio a una célula, la cual sufre alteraciones en
su ADN (mutaciones, deleciones, inserciones, etc.) y éstas son transmitidas a sus
clonas derivadas de la division celular lo que provocan cambios en la
diferenciacion, proliferacién, crecimiento y migracion en diversas etapas que en
conjunto se denominan carcinogéenesis. Estas etapas se denominan iniciacion,

promocion y progresion.
(@) Iniciacion.

Durante la iniciacion, los cambios genéticos en la célula proveen una ventaja en

cuanto a crecimiento y division en comparacion con una célula normal debido a la
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exposicion constante a un agente carcindgeno. Las anomalias gendmicas
promueven la transcripcion de proto-oncogenes y apagan la expresion de genes
supresores de tumor, asi como de moléculas reguladoras. La expresion de proto-
oncogenes permiten la sintesis de diversos factores de transcripcion, de
crecimiento y moléculas que promuevan la desregulada division celular, alterando
los ciclos que permiten su control. Debido a ésta fase de sintesis temprana, se
dice que esta etapa es reversible.

(b) Promocioén.

En esta fase se da la expansion de células cancerosas debido a la exposicion
continua del organismo a un agente carcinogénico al cual se le denomina agente
promotor. Este agente altera la transduccion de sefiales mediada por la
modificacion génica y su expresion de receptores lo que influye en un incremento

en la poblacion celular.
(c) Progresion.

En la progresion, la célula cancerosa continla acumulando mutaciones que le
confieren la habilidad de modificar su proceso proliferativo y su capacidad de
diferenciacion. Esta fase es irreversible y hay aberraciones en los mecanismos
mitéticos, alteraciones en el funcionamiento y tamafio de telémeros, metilaciones,
etc., que le permite realizar una masa tumoral que posteriormente adquirird la

capacidad de migrar e invadir hacia tejidos vecinos o distales (2).
1.2 Cancer de mama

El cancer de mama se origina por una transformacioén en las células del epitelio en
el seno, dicha transformacion causa un crecimiento y proliferacion celular
descontrolada, dependiendo del tejido o la parte del seno en la que se desarrolle
en su etapa concluyente formara un tumor que puede propagarse. El seno esta
compuesto principalmente en su parte interna por tejido conjuntivo, adiposo y
glandular. El tejido glandular estd formado por ganglios linfaticos, I6bulos vy

lobulillos, ademas de conductos ductales lacteos; la transformacién celular que



dara origen al cancer de mama se da mayoritariamente en los conductos ductales
y en las glandulas que producen leche dando lugar al carcinoma ductal y lobulillar
respectivamente (figura 1) aunque también hay otros tipos de cancer de mama

menos comunes (3).

A nivel mundial se diagnostican 1.6 millones de casos nuevos de cancer de mama
por afo y fallecen 522 mil personas anualmente por este padecimiento. En México
el cancer de mama es el principal tipo de cancer en la poblacién femenina mayor
de 20 afios con un 30.9 % en el 2012. 15 de cada 100 fallecimientos por tumores
malignos son a causa del cancer de mama, Coahuila presenta la mayor tasa de

mortalidad con 24 por cada 100 mujeres (figura 2) (4).
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Figura 1. Anatomia de la mama. (A) Tejido normal del seno. Los componentes
principales del seno son el tejido conjuntivo (muasculo), tejido adiposo, conductos
lacteos y lobulillos. (B) El cancer de mama se origina mayoritariamente en los

I6bulos y conductos lacteos. (Tomada y modificada de ACS, 2016).
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Figura 2. Tasa de mortalidad de mujeres por cancer de mama en México.
Tasa de mortalidad de mujeres mayores de 25 afios por cancer de mama por
entidad federativa, México, 2012. Fuente: CEAMEG, INEGI 2012.



1.2.1 Factores de riesgo.

En la actualidad, se conocen varios factores de riesgo asociados al cancer de
mama, la dieta, la exposicion a agentes carcinégenos, edad, menopausia tardia,
terapias hormonales, la sobre exposicion y produccion de hormonas como el
estrogeno y progesterona, factores genéticos y hereditarios, menarquia temprana,
nuliparidad y lactancia son algunos de los factores que propician el desarrollo del

cancer de seno (5).
1.3 Tipos de cancer de mama.

El cancer de mama de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud se puede
clasificar en distintos tipos de acuerdo a su capacidad invasiva e infiltrante en no
invasores (in situ) e invasores. Dentro de los invasores se encuentran el
carcinoma lobulillar y ductal, aproximadamente del 75% al 80 % de los tipos de
cancer son invasivos siendo el méas frecuente el carcinoma ductal invasivo con un

80 % de los casos y con menor frecuencia esta el carcinoma lobulillar con 10 %

(6).

Otras clasificaciones se basan en el estadio clinico, la morfologia celular y el
analisis inmunohistoquimico. Perou y colaboradores realizaron el primer trabajo
determinando cuatro subtipos basados en un perfil de expresion génica: luminal (A
y B), HERZ2, tipo basal y normal (7). Sin embargo también es posible dividirlo en
tres grupos principales basados en la presencia o ausencia de expresion de los
receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP) y factor de crecimiento
epidermal 2 (HER2). Perfil de expresidn genética revel6 que dentro de los tumores
RE+ existen dos subtipos: luminal A y luminal B. Los tumores RE- comprenden
también dos subtipos: HER2 y tipo basal (8). Como ultima clasificacion se
encuentran aquellos clasificados como subtipo basal que no presentan la
expresion de receptores (RE-, PR- y REH2-) los cuales son denominados triple

negativo.



Del 20% al 30 % de pacientes con cancer de mama, desarrollan metastasis, con
una vida media de entre 2 a 4 afios posterior a su deteccion, esto de acuerdo al

subtipo que pertenezca (9).
1.3.1 Subtipos de cancer de mama.
(@) Luminal A

Es el subtipo mas comun teniendo con un porcentaje del 50-60% del total de
casos, caracterizado por la activacion de la expresion de genes mediada por el
factor de trascripcion ER en el epitelio luminal del ducto mamario (10) , siendo el
carcinoma lobular infiltrante el mas wusual. Ensayos con la técnica de
Inmunohistoquimica determindé un perfil de expresion de RE, RP, Bcl-2 y
citoqueratina (CK8/18), teniendo ausente la expresion de HER2 (RE+/HER-), baja
expresion de Ki67 y una elevada expresion de GATA3 (11). Pacientes con este
subtipo, presentan una buena prognosis. El patron de distribucion metastasico
usual es en hueso (18.7%), sistema nervioso e higado (menos del 10%). El
tratamiento contra este subtipo se basa principalmente en una terapia hormonal
de inhibidores de aromatasa en pacientes postmenopausicos, moduladores
selectivos de receptores de estrégenos (SERMs) como el tamoxifen y reguladores
de RE como el fulvestrant (12). Como ejemplo de lineas celulares de este subtipo,
se tienen las lineas MCF-7, T47D y SUM185.

(b) Luminal B

Comparado con el luminal A, este subtipo tiene un fenotipo mas agresivo, elevado
grado histolégico y proliferativo, ademas de una mala prognosis. Presenta
alrededor del 10-20% de porcentaje total de casos. El perfil de expresién usual
estd mediado por MKI67, ciclina B1l, EGFR, RE y HER2 (RE+/HER+) y una
elevada expresion de Ki67, sin embargo se puede encontrar en algunos casos un
perfil de expresion RE+/HER- y una menor expresion de RE-/HER2 (13). El patrén
de distribucion metastasico es de hueso (30%) e higado (13.8%), el tiempo de
supervivencia una vez detectado es de 1.6 aflos. Debido a su baja respuesta a

tratamientos como tamoxifen, el tratamiento se complementa con quimioterapia
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neoadyuvante obteniendo una mejor respuesta, aun asi presenta menor éxito en
comparacion con los subtipos HER+ o tipo basal (14), por ello los tratamientos
cambian constantemente. Las lineas celulares que pertenecen a este subtipo son
BT474, ZR-75

(c) HER2+

Caracterizado por una elevada expresion de HER2 y otros genes asociados a la
ruta HER2, este subtipo de cancer de mama representa entre el 20-50% del total
de casos (9). Presenta una elevada expresion de genes asociados a la
proliferacion que le da un elevado porcentaje de fenotipo proliferativo (75%)
ademas de un elevado grado histolégico y una elevada tasa de mutacién en p53
(>40%) (14). Un perfil de amplificacion de tumores HER2, permitié realizar una
subclasificacién de este subtipo, una con una baja prognosis teniendo 12 % de
superviviencia en 10 afios, y otra con un porcentaje de 50-55% de supervivencia
(15). Esto debido al desarrollo de un predictor de prognosis compuesto por 158
genes, el predictor de prognosis derivado de HER2 (HDPP) el cual estratifica la
buena o mala prognosis del tumor basado en genes asociados con la respuesta
inmune, invasibn y metastasis. El tratamiento para este subtipo se basa
principalmente en anti-HER2, mejorando el tiempo de supervivencia, reduciendo
metastasis y actuando en etapas tempranas (16), ademas presenta una elevada
respuesta a quimioterapia neoadyuvante. Lineas celulares SKBR3, MDA-MB-453

son ejemplos de este subtipo.
(d) Tipo Basal.

Es llamado asi debido a la expresién similar de genes presentes en células
normales de mioepitelio del seno como CK5, CK17, P-cadherina, caveolina 1y 2,
nestina, CD44 y EGFR, ademas de expresar en menor cantidad genes del epitelio
luminal como CK8 y 18. Este subtipo representa el 10-20% del total de casos. Es
caracterizado por aparicidbn una etapa temprana con una elevada afectacion en
nodos linfaticos, alto grado histologico y un volumen de tamafio considerable del
tumor en la etapa de diagndéstico (17). En cancer tipo basal, tiende a ser un



carcinoma ductal infiltrante, necroso, expandible y presenta respuesta a linfocitos
de estroma (18). El patron de distribucion metastasico es agresivo principalmente

en Organos viscerales, sistema nervioso central y nodos linfaticos.

La principal caracteristica de este subtipo es la ausencia de receptores usuales en
cancer de mama como RE, RP y HER, por lo que es llamado triple negativo.
Presenta una mala prognosis con una elevada respuesta a la quimioterapia y una
elevada tasa de mutacion en p53y BRCA1 lo que explica la peligrosidad y pobre
prognosis. El tratamiento para este subtipo de tumor esta dado por inhibidores de
PARP-1 (poly-ADP ribose-polymerase-1). Dentro de este subtipo se encuentran
las lineas celulares MDA-MB-468 y SUM190.

(e) Baja expresion de Claudina.

Carece de RE, RP y HER por lo que también es denominado triple negativo pero a
diferencia del subtipo basal tiene la caracteristica de contar con una baja
expresion de Claudina 3 y 4, otra caracteristica es que presenta un
enriquecimiento de marcadores asociados con la transicién epitelio-mesenquimal,
tiene una baja respuesta a la quimioterapia y esta asociado a una pobre prognosis
(19). Dentro de este subtipo se encuentran las lineas celulares MDA-MB-231 y
BT549.

(f) Tipo normal.

Aln no estad claramente caracterizado, sin embargo esta categorizado en la
clasificacion de fibroadenomas y normal, representa entre 5-10% de casos
totales. Expresan genes de tejido adiposo y carecen de expresion de RE, RP y
HER2 por lo que también estan catalogados como triple negativo sin ser
considerados tipo basal. Presentan una prognosis intermedia y no responde a

tratamiento con quimioterapia neoadyuvante.



1.4 microRNAs

Un RNA no codificante (ncRNA) es cualquier molécula de RNA que funciona sin
ser traducido a proteina, dentro de los ncRNA se encuentran los RNA de
transferencia (tRNA), RNA ribosomal (rRNA), RNA pequeiio nuclear (SnRNA),
RNA de interferencia (sSiRNA) y los micro RNA (miRNA). Muchos de los genes que
codifican los miRNA, estan localizados principalmente en intrones de genes que
codifican proteinas y en regiones intergénicas los cuales son transcritos por la
RNApol I, sin embargo algunos son transcritos por la RNApol Il y de igual manera
codifican un RNA como producto final.

1.4.1 MicroRNAs: nuevos reguladores de la expresiéon génica.

Los miRNA son pequeiias secuencias de RNA de cadena sencilla que poseen
una secuencia complementaria a transcritos de mRNA de otros genes que
codificantes. Estos miRNA pueden jugar un rol critico en el desarrollo, secrecién
de proteina y regulacién génica. Asi mismo pueden inhibir la expresion de genes
blanco que codifican proteinas (20).

Los miRNA fueron primeramente observados en C.elegans los cuales fueron
catalogados como pequefios transcritos de RNA con un tamafio de ~22 y~61
nucleétidos producto del gen lin-4; estos transcritos son complementarios a
regiones repetidas 3’ No traducidas (UTR por sus siglas en inglés) del gen lin-14
inhibiendo su traduccién por un mecanismo de antisentido (21), posteriormente
Lau y colaboradores demostraron que dos pequefios RNAs temporales (StRNAS)
productos de lin-4 y let-7 controlan el “timing” del desarrollo del gusano por medio
de dos RNAs reguladores con una longitud de ~21-24 nucleétidos
denominandolos miRNAs (22). Subsecuentemente, otros miRNAs fueron hallados

en diversos organismos incluyendo el humano (23).

La supresion de la expresion de genes por medio de miRNA se basa en la

complementariedad de sus bases en las regiones reguladoras de uno o mas
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MRNA, usualmente en la region 3'UTR. EIl alineamiento del miRNA al blanco
MRNA, desencadena la degradacion del mensajero transcrito por un proceso
similar al RNA de interferencia (RNAI); ademas, en otros casos, la represion de la
funcidén génica se basa en una complementariedad parcial, esto da lugar a que un
MIiRNA pueda tener mas de un mRNA blanco, asi mismo, muchos miRNAs
pueden actuar en un mRNA, modulando coordinadamente la intensidad de la
expresion génica en varios tejidos y células. Adicionalmente, los miRNAs pueden

tener una amplia funcién en el ajuste fino de genes que codifican proteinas.
1.4.2 Biogénesis y Mecanismos de miRNAs.

La biogénesis en vertebrados se puede englobar en cinco pasos. Primero: El
MIiRNA es generado como un largo pri-miRNA, mediado por la RNA Pol-Il (24), el
pri-miRNA es transcrito del genoma. Segundo: El largo pri-miRNA es escindido por
un complejo microprocesador formado por dos componentes principales, Drosha
y DGCRS8/Pasha, una proteina con dominio de union a RNA de doble cadena
(dsRBD), ademas el microprocesador cuenta con cofactores incluidos en la DEAD
box RNA helicasa como son p68 (DDX5) y p72 (DDX17) cuya funcidén es promover
la fidelidad, especificidad y actividad del corte por Drosha (25). Este paso depende
del origen del pri-miRNA, si éste estad localizado en el intrbn o en el exdn,
respectivamente (26). Tercero: El producto del procesamiento por Drosha da una
secuencia de 70 a 100 nt de tallo y burbuja siendo un precursor denominado pre-
miRNA. Tercero, el pre-miRNA es exportado fuera del nacleo al citoplasma por la
Exportina 5 y Ran-GTP (27) (28). Cuarto: En el citoplasma, el pre-miRNA es
procesado por la RNasa Ill Dicer para producir una secuencia duplex madura de
aproximadamente 18-25nt denominado miRNA:miRNA*. Quinto: EI miRNA duplex
es incorporado dentro del complejo efector de ribonucleoproteina RISC (RNA-
induced silecing complex) cuyos componente principales son proteinas de la
familia de Argonauta (AGO) (Figura 3). El nucleo de RISC es Argonauta (AGO)
cuya caracteristica es poseer dominio PAZ y PIWI, el dominio N-terminal también
hallado en Dicer esta compuesto por 130 aa, el dominio C-terminal PIWI es de

aproximadamente 300 aa, estos dominios funcionan para el alineamiento y
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estabilizacion de miRNAs en la secuencia blanco (29). Dicer, ademas de funcionar
con el complejo RISC, trabaja en conjunto con otras proteinas miembro de la
familia de AGO como HIV-1, respuesta de transactivacion (TAR) y proteina de
unién a RNA (TRBP) (30). EI miRNA de cadena doble nuevamente es procesado
para formar una secuencia madura de cadena sencilla y su cadena
complementaria (MiRNA*) es degradada, sin embargo eventualmente puede ser
seleccionado para la regulacion de la expresion génica (31). En el complejo RISC,
AGO2 cataliza el corte del mRNA blanco del miRNA (32)

La diferencia entre la expresion de un miRNA ocurre por medio de diferentes
procesamientos de promotores alternativos, estudios con mapeo de nucleosomas
indican que un 25-33% de mMIRNAs intrénicos son transcritos por promotores
independientes (33) (34), muchos miRNAs son codificados en tAndem en un rango
de 2 a 19 miRNAs con proximidad cercana (35). Varios miRNAs son codificados
en intrones y estos son procesados antes del splicing, estos pertenecen a un
subconjunto de mIiRNAs intronicos llamados “miRtrones” pertenecientes al

procesamiento regulado por Drosha (36).

La expresion de miRNAs es tejido-especifica y ésta es regulada por una red de
complejos factores transcripcionales que modulan la expresion de mRNAs, por
ejemplo, la diferenciacion del masculo esquelético y cardiaco es mediada por la
activacion transcripcional de genes a través de la cooperacion de factores de
respuesta a suero (SRF) y factor potenciador de miocito 2 (MEF2), ambos
promueven la expresion de miRNAs especificos de miocito como miR-1, miR-133,
miR-206 y miR-208 (37).

El mecanismo de represion de la traducciéon mediado por la union de miRNAs a su
secuencia blanco puede incluir bloqueo de inicio de la traduccion, represion
después del inicio de la traduccion, desadenilacion acoplada a la degradacion del
transcrito y secuestro de ribosomas para la re-localizacion dentro de los P bodies
(38). La interaccion con miRNAs puede desestabilizar su blanco por medio del
reclutamiento de complejo de deadenilacion y deccaping en el mRNA (39). En

mamiferos, el requerimiento minimo para la funcién efectora del miRNA es la
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interaccion de al menos 8 nucleotidos a la secuencia blanco, a esta secuencia del
mMiRNA se le denomina secuencia o0 region semilla. La regiébn semilla es
determinante para el reconocimiento de su blanco, en otros casos donde la unién
del miRNA es en la region central del blanco, la secuencia semilla es determinante

para la estabilizar la interaccion (40).
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Figura 3. Biogénesis de microRNAs. Los miRNAs son transcritos por la RNA pol
Il que generan un largo transcrito denominado pri-miRNA, el cual es procesado
por la endonucleasa Drosha/DGCR8 que genera un producto de ~70 pb
denominado pre-miRNA, este pre-miRNA se une a la Exportina 5 para ser
translocado al citoplasma donde es procesado por el complejo Dicer/TRBP con el
propdsito de generar un producto maduro que sera un miRNA de una longitud de
~21 a 23 nt. Este miRNA se une a AGO2 formando el complejo RISC realizando
su funcion efectora inhibiendo la traduccion y/o promoviendo la degradacion del
mensajero. Tomada de Lopez-Camarillo C., et al 2013
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1.5 miRNAs y cancer de mama.

La sobre expresion o represion de miRNAs se correlaciona con varios tipos de
cancer, este diferencial de expresion puede funcionar como supresor de tumor u
oncogeén, por lo cual puede fungir como herramienta molecular para el diagnoéstico

o tratamiento contra el cancer (41).

A pesar de la deteccion, intervencion y tratamiento, el cancer de mama es uno de
los mas prevalentes en mujeres con un 41% de incidencia (42). El primer perfil de
expresion de miRNAs en cancer de mama reportado consistié en el uso de 245
mMiRNAs en 76 muestras de tumores de cancer de mama y 10 controles de tejido
normal. El resultado arroj6 29 miRNAs con patrén diferencial de expresion en
muestras tumorales obteniendo perfiles de alta y baja expresion de miRNAs (43).
Debido a la clasificacion histopatologica y heterogeneidad del cancer de mama,
subpoblaciones celulares en los diferentes epitelios del seno presentan un perfil de
expresion Unica, Sampere y colaboradores determinaron el perfil de expresion en
muestras normales y tumorales encontrando que miR-145, miR-205 son
expresados exclusivamente en células mioepiteliales, mientras Let-7a, miR-21,
miR-141 y miR-214 se expresan en epitelio luminal. La disminucién en la
expresion de miR-145 y miR-205 esta asociado a tejido tumoral en células
mioepiteliales, se observo también una expresion reducida de let-7a en células
malignas, mientras el miR-21 se encuentra sobre expresado en epitelio luminal en
comparacién con muestras de tejido normal (44). Distintos perfiles de mRNA son
caracteristicos en cada clasificacion histolégica en el cancer de mama (45). El
primer perfil de expresion de miRNAs en cancer de seno reportado consistié en el
uso de 245 miRNAs en 76 muestras de tumores de cancer de mama y 10
controles de tejido normal. El resultado arrojo 29 miRNAs con patron diferencial de
expresion en muestras tumorales obteniendo perfiles de alta y baja expresion de
mMiRNAs. Sampere y colaboradores determinaron el perfil de expresion en
muestras normales y tumorales encontrando que el miR-145 y miR-205 son
expresados exclusivamente en células mioepiteliales, mientras Let-7a, miR-21,

miR-141 y miR-214 se expresan en epitelio luminal. La disminucion en la
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expresion de miR-145 y miR-205 esta asociada a tejido tumoral en células
mioepiteliales, adicionalmente, se observd una expresion reducida de let-7a en
células malignas; el miR-21 se encuentra sobre expresado en epitelio luminal en
comparacion con muestras de tejido normal, Blenkiron y colaboradores realizaron
las primeras comparaciones en el perfil de expresion de miRNAs en los diferentes
subtipos de cancer de mama, encontrando un perfil de expresion diferencial para
cada subtipo permitiendo realizar una correcta clasificacion de tumor basado

solamente en la expresion de miRNAs (46).

Mackiewicz y colaboradores realizaron un perfil de expresion de miRNAs en lineas
celulares de céancer de mama tipo luminal (MCF-7), HER2+ (SK-BR-3) y basal
(MDA-MB-231 vy triple negativo) teniendo como control la linea celular MCF-10A
(no tumorgénico) encontrando alterada la expresion de 21 miRNAs teniendo como
principales a miR-200, miR-221 y miR-222 en triple negativo y basal en
comparacion con los controles, asi mismo 19 de los 21 miRNAs tuvieron una
expresion inversa en triple negativos (MDA-MB-231) y en luminales (HER2+)
obteniendo un perfil de expresion Unico para cada clasificacion (47).

1.6 Angiogénesis en cancer.

La angiogénesis se refiere a la formacion de vasos sanguineos nuevos a partir de
vasculatura ya existente, este fenOmeno esta asociado a procesos de migracion,
proliferacion de células endoteliales (CEs), asi como a la formacién y organizacion
de estructuras tubulares celulares que al unirse y madurar formaran nuevos vasos
sanguineos, este proceso es altamente regulado y es trascendental para el
crecimiento tumoral y desarrollo de metastasis. La neovascularizacién involucra
varios mecanismos para el desarrollo y formacién de nuevos vasos sanguineos y
crecimiento tumoral (48). Los pasos principales en el proceso de angiogénesis
son: 1) Precursoras de CEs originan vasos sanguineos; 2) CEs se unen para
formar pequefios capilares (vasculogénesis); 3) Plexo vascular es expandido por
neovascularizacion; 4) Tejido es remodelado para formar una red y ramificacién
vascular organizada; 5) Los vasos formados por CEs son cubiertos por pericitos y

células musculares lisas cuya funcién es modular la contraccién y dilatacién de los
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vasos ofreciendo resistencia y controlando la perfusion de los mismos (50). Debido
a que el oxigeno es distribuido por la sangre a las células de un organismo, las
células deben estar localizadas entre 100 a 200 um (en vertebrados) de un vaso
sanguineo para que esta pueda sobrevivir (50), por lo que para evadir la inanicion,
las células tumorales requieren promover la neovascularizacion para la
distribucion de oxigeno y nutrientes para su supervivencia, este proceso permite el
desarrollo y crecimiento tumoral (51). Se ha planteado el blogueo de la
angiogénesis para explicar este fendmeno en tumores ya que se ha reportado que
permanece latente por meses hasta su activacion (52) donde moduladores pro-
angiogénicos superan el equilibrio con moduladores anti-angiogénicos (Figura 4).
La angiogénesis per se no esta involucrada en carcinogénesis sin embargo es
parte fundamental de la progresion tumoral (53), ademas de ser un componente
esencial para desarrollar metastasis al crear un sitio de acceso para la migracion
de células transformadas incidiendo en la diseminacion de ceélulas tumorales
invadiendo otros tejidos cercanos y distales por medio de la propagacion en vasos
linfaticos, siendo esta invasion vascular y linfatica posibles marcadores de

prondstico y diagndstico en cancer maligno (54).

Diversas proteinas participan en el mecanismo de formacion de nuevos vasos
sanguineos. De estas, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF1) juega un

papel determinante en la angiogénesis.
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Figura 4. Angiogénesis tumoral. Factores pro-angiogénicos como
angiopoyetina, VEGF, PDGF, MMP’s y FGF son secretados por la célula tumoral,
estos se unen a su receptor en la célula endotelial promoviendo la formacién y
migracion de estructuras tubulares. Proteinas reguladoras de la angiogénesis
como endostatina y angiostatina, son almacenadas en granulos alfa de plaguetas

modulando este proceso. Tomado y modificado de Folkman, 2008.
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1.7 Familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

La familia de FGF consiste de 22 polipéptidos relacionados que son expresados
en casi todos los tejidos y son multifuncionales. Estos polipéptidos pueden sub
dividirse en canodnicos (cFGFs, FGF7-10, FGF16-20, FGF22), intracelulares
(IFGFs, FGF11-14), y tipo hormonales (hFGFs, FGF19, 21 y 23) (55). Algunos
FGFs, como el FGF1 y FGF2, tienen una potente actividad angiogénica y estan
implicados como promotores de angiogénesis en cancer y otras enfermedades
inflamatorias. Los FGFs son secuestrados en la matriz extracelular por
proteoglicanos heparal sulfato (HPSG) para la sefial de propagacion,
posteriormente son liberados a la matriz extra celular para unirse a receptores de
superficie celular (FGFR) formando un complejo ternario de FGF-FGFR-HPSG
(56). Los FGFs son mediados por cuatro receptores de tirosin quinasa: FGFR1,
FGFR1, FGFR3 y FGFR4. La unién de FGF a su receptor lleva a la activacion de
cascadas de sefalizacion intracelular. Las cuatro principales rutas de sefializacion
que desencadena la activacion de receptor son: 1) La sefial Janus quinasa que es
transductor y activador de transcripcion (Jak/Stat), 2) fosfoinositidina fosfolipasa C
(PLCY), 3) fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) y 4) proteina quinasa mitdgena
activada /quinasa reguladora de sefal extracelular (MAPK/Erk) (57,58,59). La
desregulacion de cualquier sefalizacion incide en el desarrollo del cancer (Figura
5). Los FGFs son potentes factores para muchos tipos de cancer, en cancer de
seno, las células sobre expresan FGF1 o FGF4 crecen més rapido que células sin
expresion de FGF in vivo (60). La activacion de la sefializacion mediada por el
Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF) y su receptor (FGFR) es fundamental
para desencadenar rutas de transduccién de sefiales asociadas principalmente a
sobrevivencia, proliferacion y migracion celular (61,62). Miembros de la familia de
FGF estan fuertemente ligados a la angiogénesis a través de una variedad de
procesos de remodelacibn de la matriz extracelular como proliferacion,
diferenciacion y migracion de células endoteliales (63). La interaccion de FGFs a
sus receptores es facilitada por un cofactor la proteina de union a FGFR, el cual
estd asociado a angiogénesis, la aplicacion exdgena de FGF1 activa FGFR1-4 y

esto induce la proliferacién vascular (64).
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Figura 5. Estructura y desregulacion de la sefializacion en cancer mediada
por FGF/FGFR. (A) Estructura basica de FGFR y su sefializacion rio abajo.
FGFRs son receptores transmembranales tipo tirosin quinasa con un dominio
extracelular que comprende 3 dominios tipo Ig (Igl-1ll). EI complejo formado por el
ligando FGF, el heparal sulfato y el receptor causa dimerizacion y una
transfosforilacion en varios residuos de tirosina en la porcion intracelular de FGFR.
Esto da lugar a la activacién de sefalizacion interna en rutas MAPK, PI3K-Akt,
STAT, MEK-ERK. (B) La desregulacion en cancer estd mediada por la sobre
produccion de FGF (1) dando la activacién de FGFR (2) desencadenando una
hiper fosforilacion (3) llevando a la dimerizacion del receptor y activando las
quinasas o llevando a cabo una translocacion (4). Un mecanismo adicional se da
mediante la amplificacion de un receptor resultando en una elevada expresion del

mismo (5). Tomado y modificado de Brooks et al., 2012.
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1.7.1 Factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1).

El Factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1) también conocido como FGF
acidico, es un polipéptido no glicosilado de 155 aa, no tiene un péptido sefial por lo
tanto, se cree que su liberacibn puede ser mediada por la ruta secretoria no
clasica. Bajo condiciones fisiologicas normales, la liberacion de FGF1 apenas es
detectada, sin embargo, su secrecidn se encontré en respuesta a condiciones de
estrés como choque térmico, hipoxia (65,66) y falta de suero (67). FGF1
acoplado a su receptor en diferentes células, induce la activacién de diversas rutas
de sefializacibn como Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt, PLC, p38MAPK, y JNK, entre
otras. Su fosforilacion es dependiente de la activacion de MAPK quinasas
(MEK1/2) y subsecuentemente MAPK (1/3) (ERK 2/1). La ruta ERK esta
involucrada en neurogénesis, proliferacion celular, colesterolgénesis e invasion de
tumor y metastasis inducida por FGFl1 (68,69,70). Ensayos basados en la
inhibicion de PI3K/Akt indican el papel fisiologico de esta ruta en angiogénesis
(71).

La sefalizacion de FGF1/FGFR1 (autdcrinay paracrina) presenta un papel critico
en la progresion de un cancer, debido a que la activacion mediada por FGF1
puede afectar el crecimiento del tumor ademas de estimular la angiogénesis. El
FGF1 juega un papel importante en angiogénesis patolégica y en enfermedades
inflamatorias. La exposicion transitoria del FGF1 estimula la expresion de
moléculas de adhesion celular ICAM (Moléculas de adhesion intra celular) y VCAM
(moléculas de adhesion vascular) en células endoteliales e incrementa la adhesion
de leucocitos polimorfo nucleares incrementando la migracion transendotelial (72).
La cascada de sefalizacion p38MAPK, ademas de iniciar una ruta en respuesta a
estrés, también juega un papel en crecimiento celular, diferenciacion, arresto del
ciclo celular y apoptosis. La ruta JNK1/2 se encontré que juega un papel crucial en

el remodelamiento vascular (73).

El FGF1 presenta una elevada actividad para desarrollar un tumor maligno e
incide en la progresiéon del tumor mediante la funcién autécrina y no autécrina en

células NBT-Il, determinando que las células autdcrinas son altamente invasivas
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dependientes de la unidn de este factor a su receptor, el Receptor 1 del Factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR1) (74).

FGF1 mediante su efecto autécrino o paracrino acoplado a su receptor puede
jugar un papel en el crecimiento de un tumor maligno (75,76) y juega un papel
critico en la angiogénesis por la induccion del complejo ternario FGFR1-FGF1-
integrina avp3 (77). La expresion de FGF1 esta asociada con un incremento en la
angiogénesis y una reduccion en la sobrevivencia de pacientes en céancer de
ovario (78). Ensayos con farmacos teniendo como blanco al FGF1 en cancer de
ovario han demostrado beneficios en la sobrevivencia. El analisis de la expresion
del FGF1 en muestras de tumor de cancer de ovario determind que su expresion
esta asociada a supervivencia. (79). Slattery y colaboradores demostraron que
variantes en FGF1 estan asociados a riesgo y sobrevivencia en cancer de mama,
la deteccidn de estas variantes del FGF1 fueron significativamente asociadas con
todas las causas de mortalidad en cancer de seno (80). Analisis por Western blot
demostraron la presencia del FGF1 en muestras de cancer de seno excepto en
muestras de tumores benignos como fibroadenoma (81). EI FGF1 induce un
incremento en la expresibn de MMP-9 provocando la migracién de células
endoteliales, causando la invasién y metastasis en cancer de seno, esto por el
incremento de la fosforilacion de Akt, desencadenando la translocacion nuclear de
NF-kappaBp65; ademéas FGF1 incrementa la fosforilacion de ERK en células
ENU1564 aumentando la expresion de c-jun y c-fos provocando la translocacion
de c-jun e incidiendo en la activacién de la ruta de sefalizaciéon PI3K-Akt y MEK
%-ERK (82). Shi y colaboradores demostraron que la neutralizacién de la proteina
FGF1 por un anticuerpo recombinante arresta el ciclo celular por el bloqueo de la
ruta intracrina en lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-23 y MCF-7 esto
influye en una reduccion de la tumorgénesis, crecimiento tumoral y metastasis.
Ademas de encontrar que el FGF1 esta altamente expresado en MDA-MB-231 la
cual es altamente metastasica, también demostraron que la inhibicién del FGF1
por medio de un péptido, abate la estimulacion de proliferacion celular, arresta el
ciclo celular y bloquea la activaciéon de Erk 1/2 y AKt mediada por este factor en
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (83). FGF1 esta
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caracterizado como factor pro angiogénico, niveles del FGF1 detectados por
ELISA en muestras de tejido tumoral de cancer de seno fueron significativamente
altos en comparacion con muestras de tejido normal (84). Células MCF-7
transfectadas con FGF1 incrementaron la vascularizacion de tumores al ser

insertadas en ratones desnudos (85).

La sobre expresion de FGF1 por MCF-7 puede inducir micro depdsitos transitorios
de células tumorales en vasos sanguineos y sufre una deficiencia en la
extravasacion en el parénquima lo que resulta en un fallo en la proliferaciéon a
sitios distantes, el incremento en la diseminacion tumoral es resultado del aumento
de la intravasacion debido al nimero de vasos sanguineos estimulados por FGFL1.
Ademas, la sobre expresién de FGF1 en tumores de mama produce una neo
vascularizacién que puede incrementar la probabilidad de formar estructuras
tubulares inmaduras, el efecto autocrino y paracrino de esta sobre expresion en
combinacion con el micro ambiente tumoral permite el efecto de diseminacién
tumoral, por lo que al inhibir la expresion de FGF1 se puede evitar el proceso de
extra vasacion (86). Adaptadores de la familia de Grbt se han utilizado como
Inhibidor de la ruta del FGF1 bloqueando la interaccion entre el FGF1 y su
receptor FGFR en células MDA-MB-231 bloqueando la fosforilacion y activacion
de ERK2, JNK1 y AKT (87). Estos hallazgos sugieren que el bloqueo de la
expresion y funcion del FGF1 puede funcionar como blanco terapéutico contra el

cancer.

Otros mecanismos potenciales de regulacion de la expresion del FGF1 pueden
estar ocurriendo a nivel postranscripcional, entre ellos puede ser la regulacion de
FGF1 por accion de miRNAs.
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2. Estado del arte.

2.1 miRNAs y Angiogénesis en cancer.

La expresion diferencial de los miRNAs estan implicados como importantes
moduladores de la angiogénesis regulando la expresion de genes alterando la
estabilidad, inhibicion o traduccion de mRNAs. Los miRNAs de células
endoteliales (CEs) estan involucrados en regular la respuesta celular a estimulos
angiogénicos sugiriendo que los miRNAs pueden controlar las rutas de
sefalizacion en el proceso de angiogénesis, para ello se ha estudiado los perfiles
de expresion de miRNAs en cultivo de células endoteliales con la finalidad de
identificar su expresion diferencial y la relacion en procesos angiogénicos, sin
embargo no solo los miRNA expresados en CEs son importantes en el proceso de
angiogénesis, también los niveles de expresion diferencial de miRNAs en las
células que interactian con CEs (células circulantes en la sangre, células
inflamatorias, células tumorales y células vasculares) afectan la sefalizacion y
produccién de factores paracrinos involucrados en la angiogénesis (88). El papel
de los miRNAs en angiogénesis se ha analizado por estudios in vitro determinando
el papel del procesamiento de miRNAs por Dicer asociados a etapas de
sefalizacion vascular y angiogénesis. El silenciamiento de Dicer mediante siRNAs
en células HUVEC incide en el desarrollo de estructuras capilares al tener un
efecto antiproliferativo, ademas de disminuir la migracion y abatir la expresion de
factores pro-angiogénicos en células endoteliales. La sobre expresiéon de miRNAs
en células endoteliales también inciden en el desarrollo tumoral, esto indica que
en el desarrollo del cancer existe un balance en la transcripcion de miRNAs que
pueden intervenir en el desarrollo o inhibicién de la masa tumoral. Para elucidar el
papel de miRNAs en la angiogénesis se han desarrollado estudios con miRNAs

individuales y su influencia en la regulacion en dicho proceso (89).

Reportes de estudios in vitro e in vivo determinan el papel del procesamiento de
mMiRNAs por Dicer asociados a sefalizacion vascular (90,91). Defectos en el
funcionamiento de Dicer en ratones estan relacionados con una deficiencia en la

formacion de vasos sanguineos alterando la expresion de factores como VEGF y
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sus receptores VEGFR1 y VEGFR2 (92). El primer intento de analizar el efecto de
MiRNAs en la angiogénesis en ensayos in vivo fue por la inyeccion subcutanea de
Dicer a ratones desnudos knockdown en células HUVEC suspendidas en un
matrigel demostrando con esto la reduccion en la formacion de brotes

angiogénicos (93).

El primer analisis de expresion de miRNAs en CEs se llevé a cabo en células
HUVEC identificando 15 miRNAs con una elevada expresion en receptores de
factores angiogénicos (Flt-1, NRp-2, FGf-R, c-Met, y ckit). Ensayos de transfeccion
del miR-221 y miR-222 en células HUVEC mostraron inhibicion en la formacion de
estructuras tubulares vasculares (95), miR-17 y miR-92 actdan en blancos de
factores angiogénicos secretados como trombospondina 1 (TSP1) (95). Blancos
predichos para VEGF por multiples miRNAs miR-15b, miR-16,miR-20a y miR-20b
(96) y su transfeccion en lineas celulares pueden inhibir la expresion de VEGF,
estos ensayos sugieren el uso de miRNAs como una herramienta para el bloqueo

de angiogénesis.

Factores extracelulares pueden modificar la expresion, actividad y estabilidad de
mMiRNAs mediante la sintesis o localizaciéon celular, por ejemplo, el factor de
transcripcion c-Myc activa el grupo de miRNAs de miR-17 a miR-92 cuyos
mecanismos tienen un rol importante en la formacién del tumor. Lipopolisacaridos
(LPS) inducen la expresion de miR-146, miR-142 y miR-155 y TGFp induce la
expresion y procesamiento de pri-miR-21 a pre-miR-21 por la modulacion de la
actividad de Drosha. Estudios adicionales indican la regulacion de miRNAs de
células endoteliales en respuesta a ciertos estimulos o estrés como hipoxia, suero
y factores tumorales, por ejemplo, miR-15, miR-16 y mi-210 involucrados en
angiogénesis son pronunciados en respuesta a hipoxia regulando la expresion de
VEGF, asi mismo, la sobre expresion de VEGF en células HUVEC modula la
sobre expresion de los miR-191, miR-155, miR-31, miR-17, miR-18a y miR-20a,

incidiendo en procesos como crecimiento tumoral, sobrevivencia y angiogénesis.
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3. Antecedentes particulares

El grupo de trabajo determind la expresion de 667 miRNAs en tumores ductales
invasivos mamarios en pacientes mexicanas con el proposito de encontrar nuevos
marcadores tumorales (Tesis Doctoral, Miguel A. Fonseca, Posgrado en Ciencias
Gendmicas UACM). Esto permitio identificar la expresion diferencial de 54
mMiRNAs, de estos, 34 fueron reprimidos y 20 sobreexpresados. Ademas, se
observé que de los 34 reprimidos, la expresion del miR-204 se encontraba
constantemente disminuida en todas las biopsias tumorales (Figura 6).
Posteriormente se analizé la expresion del miR-204 en 6 lineas celulares de
cancer de mama encontrando que el miR-204 presento un nivel de expresion bajo
en las todas las lineas celulares en comparacion con los controles. El perfil
transcripcional de la linea celular MDA-MB-231 transfectada con el miR-204
mostré que 549 genes fueron modulados, de estos 238 se reprimieron y 310 se

indujeron (Figura 7).

De los genes reprimidos, 22 contienen sitios de unién al miR-204 en la regién 3’
UTR de acuerdo a las predicciones de blancos realizadas con el programa
TargetScan. De manera interesante, entre los genes predichos se encuentra
TGFBR2 (involucrado en sefalizacion modulando procesos como proliferacion,
diferenciacion, migracion y produccién de matriz extracelular y angiogénesis) y
ANGPT1 (involucrado en modulacién de angiogénesis, migracién, proliferacion),
FGF1 (involucrado en la remodelacion de la matriz extra celular) entre otros (Tabla
1).
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Figura 6. Mapa de calor de expresion diferencial de miRNAs. Perfil de
expresion de miRNAs en tumores de mama obtenido por stem-loop RT-PCR
registra la represion de la expresion (verde) del miR-204 (caja verde) en muestras
de tumores invasivos (T) y tejido normal (C).Tomada de: Flores-Pérez et al., 2016.
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Tabla 1. Genes modulados por el miR-204 relacionados al proceso de angiogénesis.

Gen Fold Sitios de Nombre del gen Funcion
change unién para
el miR-204
EREG -1.7167 1 Epiregulina Miembro de la familia del factor de crecimiento epidermal,
puede funcionar como ligando de EGFR, esté involucrado en la
ruta PI3K , contribuye a la tumorgénesis.
Promueve invasion en cancer de seno por induccién de la
expresién de MMP7 y contribuye a la invasion microvascular en
FOXC1  -1.8983 2 Forkhead box carcinoma hepatocelular primario.
Regula la transicion carcinoma epitelial-mesenquimal
PDPN -1.7167 1 Podopalina Asociada a fibroblastos esta involucrada en el carcinoma ductal
invasivo. Es parte del micorambiente tumoral
ID1 -1.6089 0 Inhibidor de unién a Forma heterodimeros con miembros de la famila de factores de
DNA transcripcion HLH. Participa en procesos de crecimiento celular,
senescencia y diferenciacién, promueve metastasis.
Factor de crecimiento  Es secretada principalmente por células endoteliales. Esta
conectivo tisular involucrada en proliferacion, diferenciacién, adhesién celular,
CTGF -2.61720 0 modula angiogénesis por interaccion con VGFA
Factor de crecimiento  Mantiene la matriz extracelular, diferenciacion epitelial,
de fibroblastos progresion tumoral y metastasis
*FGF1 -1.66679 2
ANGPTL2 -1.3445 2 Angiopoyetina like 2 Proteina antagonista de ANGPT1 la cual inactiva el receptor

Tie2 en cultivo de células endoteliales.

*Proteina pro angiogénica a estudiar. (Tesis Doctoral, Ali Flores, Posgrado en Ciencias Genémicas, UACM).
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Figura 7. Clasificacion GO de genes modulados por miR-204. Perfil
transcripcional en células MDA-MB-231 (A) Rutas y procesos bioldgicos de genes
reprmidos. (B) Rutas y procesos biol6gicos de genes sobre expresados.
Clasificacion de ontologia de genes analizada utilizando software DAVID.
Procesos de proliferacion celular, migracion y angiogénesis son denotados por
sombreado. (C) Diagrama de Venn muestra la totalidad de genes modulados por
el miR-204 usando micro arreglos de ADN en circulo blanco, 122 blancos del miR-
204 predichos por software Target Scan/PICTAR en circulo gris. La interseccion
de circulo indica 22 genes en comun entre el micro arreglo y predicciones

bioinforméaticas. Tomada y modificada de: Flores-Pérez et al., 2016.
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Los datos del perfil transcripcional indican que los genes asociados a la
angiogénesis ANGPT1, TGFBR2 fueron notablemente reprimidos por el miR-204.
Por ello se desarrollé un ensayo in vitro de angiogénesis realizando un co-cultivo
con células endoteliales de venas de cordon umbilical humano (HUVEC) y MDA-
MB-231 por 24 h. El ensayo evalla la formacién de estructuras tubulares basado
en la habilidad de las HUVEC para formar estructuras capilares tridimensionales y
formacién de puntos de enraizamiento (Figura 8C). Los resultados muestran que
la restauracion de la expresion del miR-204 indujo una reduccion en la formacion
de tubulos (p<0.05), ademas de la formacién de puntos de ramificacion (Figura 8
D, F, G y H). Ademés se observo un efecto similar del co-cultivo con el control
positivo de HUVEC tratadas con VEGFA recombinante (Figura 8 E) en
comparacion con controles de mono cultivo MDA-MB-231 y HUVEC (Figura 8 Ay
B). Estos resultados indican que miR-204 presenta actividad anti-angiogénica in
vitro (97).

30



w
- -
&

5]
| I -

e
o

Numero de
tubos capllares

NuUmero de puntos
de ramifloacidn
=3
—

[S 2]
o -

n%;
. |
.
+ + + 4+ - C -+ + F -
2 - - %+ - - mRMM =5 = = Spess <
: & § 2ret z Somke & s gusE S
- - -+ + VEGRA - - -+ 3

Figura 8. El miRNA-204 inhibe la formacion de tubulos. (A) Monocultivo de

células MDA-MB-231 en matrigel. (B) Mono cultivo de células HUVEC en matrigel.
(C) Co-cultivo de MDA-MB-231 transfectadas con scramble y células HUVEC en
matrigel. (D) Co-cultivo de células MDA-MB-231 transfectadas con pre-miR-204 y
céluas HUVEC en matrigel. (E) Mono cultivo de céluas HUVEC con VEGFA. (F)
Mono cultivo de células MDA-MB-231 con VGFA en marigel. (G) Representacion
grafica de nimero de puntos de enraizamiento a 24 h en diferentes condiciones.
(H) Numero de tubulos capilares a 24 h en diferentes condiciones. Tomada y

modificada de: Flores-Pérez et al., 2016.
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4. Importancia de continuar con el estudio del tema

A pesar del diagndéstico temprano y diversas terapias, la incidencia de cancer de
mama continla en aumento, siendo las principales causas de mortalidad la
resistencia al tratamiento, progresion de la enfermedad y metastasis. Debido a los
efectos adversos de terapias agresivas en pacientes, es necesario desarrollar
nuevos agentes terapéuticos no toxicos contra el cancer de mama que brinde la
reduccion o eliminacion del tumor maligno e invasivo permitiendo elevar la calidad
de vida de las mujeres que padecen esta enfermedad multifactorial. Patrones de
perfiles de expresion de miRNAs y sus blancos efectores en pacientes con cancer
de mama muestran un camino para discernir las bases moleculares de este
padecimiento, por lo cual, abren la posibilidad de intervenir en la regulacion de

procesos implicados en la tumorgénesis.

Reportes recientes del grupo de trabajo indican que el miR-204 reprime un grupo
de genes relacionados a la proliferacion, migracion y angiogénesis en las células
MDA-MB-231 de cancer de mama. Estos hallazgos indican que el miR-204 es un
supresor de tumor con actividad anti-angiogénica, sin embargo, no se conocen
cuales son las proteinas angiogénicas reguladas directamente por el miR-204. Los
resultados obtenidos en el presente proyecto ayudaran a comprender el

mecanismo de angiogénesis en cancer de mama.

32



II. HIPOTESIS

Si el miR-204 participa en la angiogénesis, su restauracion en la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231 suprimira la expresion del factor pro-angiogénico

FGF1 y la angiogénesis in vitro.

[ll. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General.

Definir si el miR-204 regula la angiogénesis a través de la modulacion directa del

factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1) en cancer de mama.
3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Evaluar si el miR-204 inhibe la expresion del factor pro-angiogénico FGF1

en las células MDA-MB-231 en condiciones de normoxia e hipoxia.
3.2.2. Evaluar si el mMRNA del gen FGF1 es un blanco directo del miR-204.

3.2.3. Evaluar si la disminucion de la expresiéon del FGF1 mediada por el miR-204
inhibe la angiogénesis en células MDA-MB-231 en condiciones de normoxia e

hipoxia.
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Efecto de la restauracion del miR-204 en la
expresion de FGF1 y formacion de tabulos

Cultivo Celular MDA-MB-
231

l

Transfeccion del pre-miR-204

¢El FGF1 es blanco directo del

miR-204 ?

Disefio de oligos 3'UTR del
FGF1 con sitios de union
miR-204

!

Insercion y clonacion en
vector pmiR

!

Transfeccion de plasmidos a
células MDA-MB-231
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Transfeccion del miR-204/
scramble
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Ex;raccidn Ide Inmunofluorescencia Ensayo de formacion de
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l Extraccion de angiogénesis)
QRT-PCR proteinas

Figura 9. Estrategia experimental a desarrollar.
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V. METODOLOGIA
5. 1 Manejo de lineas celulares.

5.1.1 Cultivo celular.

Lineas celulares de cancer de mama MDA-MD-231 (triple negativo) y MCF-7
(luminal A) fueron cultivadas en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) Gluta Max I, bajo en glucosa y glutamina (Gibco, Life Technologies)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% V/V (Gibco, Life Technologies)
y con antibiético penicilina/estreptomicina, las condiciones de incubacién fueron
37°C y 5% de COa2.

Lineas celulares endoteliales de vena umbilical humana HUVEC fueron cultivadas
en medio M200 suplementado con Large Vessel Endothelial Supplement (LVES)
(Gibco Life Technologies), las condiciones de incubacién fueron 37°C y 5% de
CO:z.

5.1.2 Mantenimiento de lineas celulares.

Con el propésito de mantener las lineas celulares, se realiz6 un subcultivo, para
ello se removi6 el medio del cultivo inicial y se realizé un lavado con Buffer Salino
de Fosfato (PBS) 1X a pH de 7.0, después se adicion6 PBS 1X-EDTA 6.8 mM a
pH de 7.0 y se adicionaron 64 puL por cada 1.5 mL de PBS 1X-EDTA, la solucién
se distribuyé en las células con movimientos oscilatorios suaves y se incub6 por 5
minutos a 37°C para que tuviera efecto la tripsina, para despegar las células se les
dieron unos golpes suaves a las botellas de cultivo hasta ver la solucion turbia y se
les adicion6 1 mL de medio de cultivo suplementado para inactivar la tripsina. Se
mezclaron por pipeteo las células despegadas con el medio y se recuperaron en
un tubo de 15 mL para centrifugarlas a 1500 rpm/5min/4°C. El sobrenadante se
descartd vy la pastilla fue resuspendida en 1 mL de medio de cultivo fresco para
ser distribuido en botellas de cultivo nuevas y estériles adicionando el medio de

cultivo optimo para cada linea celular.
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5.1.3 Crioalmacenamiento de lineas celulares.

El procedimiento de tripsinizacion y desprendimiento de lineas celulares se realizo
de manera similar al mantenimiento en botellas de cultivo con una confluencia
mayor al 80%, sin embargo la diferencia radicé en que al obtener la pastilla, ésta
se resuspendié en medio de crioconservacion el cual contiene 900 pL de medio
suplementado con SFB y 100 pyL de Dimetil sulfoxido (DMSO), se mezclaron por
pipeteo las células con el medio y se adicionaron en criotubos de 1 mL,
posteriormente los cuales fueron incubados a -20°C por 30 min y después se

almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su posterior uso.
5.1.4 Descongelamiento de lineas celulares.

Los criotubos almacenados a -80°C fueron colocados a 4°C/2min y posteriormente
en bafio a 37°C hasta la descongelacion del medio, se transfirio el contenido del
criotubo a un tubo de 15 mL, se centrifugd a 1500 rpm/5 min/4°C, se descarto el
sobrenadante para obtener la pastilla y ésta se resuspendié en 1 mL de medio
Optimo para cada linea celular el cual fue distribuido en botellas nuevas de cultivo

a las que se le adicion6 el medio correspondiente.
5.2 Reestablecimiento de la expresion del miR-204
5.2.1 Transfeccion del pre-miR-204.

Linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 fue transfectada con el precursor
del miR-204 (pre-miR-204) y con secuencia Scramble. Las células fueron
cultivadas en botellas de cultivo de 25cm? hasta obtener una confluencia minima
del 80%, una vez teniendo la confluencia deseada se despegaron las células
como se describio anteriormente para sembrar 250,000 células por pozo en placas
de 6 pozos, se les adiciondé 2.5 mL de medio DMEM suplementado y se dej6
incubando a 37°C y 5% de COz2 hasta el dia siguiente para que las células se
adhirieran al pozo. Al dia siguiente en un tubo se mezclaron 5pL del agente de
transfeccion siPORT™ Amine (Ambion) con 100 uL de medio reducido en suero

OptiMem 1X (Gibco), en otro tubo se mezclaron 7.5 pL del pre-miR-204 o del pre-
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miR-Neg-Ctrl (Scramble) a una concentracion de 10 uM con 100 pL de medio
reducido en suero OptiMem 1X (Gibco) para cada pozo a transfectar. Se
incubaron ambos tubos 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
mezclaron los contenidos de ambos tubos en un solo tubo, se homogenizé por
pipeteo y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente para formar los
complejos lipidos-premiR/Scramble, pasado el tiempo de incubacion se adiciono la
mezcla y 2.3 mL de medio DMEM suplementado para obtener una concentracion
final de 30 ng de precursor aproximadamente. Se mezclé por movimientos
circulares suaves y se incubaron las placas en condiciones de normoxia a 37°C y
5% de CO, por 48 h. Para las condiciones de hipoxia las placas con la mezcla del
complejo siPORT-premiR-204/Scramble y 2.3 mL de medio DMEM suplementado
se colocaron inmediatamente en una camara de hipoxia rustica o en una camara
de hipoxia modular (billupus-rothenberg) a 1% O, 94% N2 y 5% CO2 en
incubacion a 37°C por 48 h para su posterior desarrollo experimental o analisis. La
expresion relativa del miR-204 fue evaluada por gRT-PCR con sondas TagMan

gue se describiran en apartados posteriores.
5.2.3 Extraccion de RNA total.

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pozos con distintos tratamientos
(Transfectadas con pre-miR-204/Scramble y sin transfectar) en condiciones de
normoxia e hipoxia por 48 h, una vez pasado el tiempo de incubacién se adicion6
500 pL de Trizol ® Reagent (Ambion) a cada pozo, se incubd por un minuto a
temperatura ambiente y se recuperdé la suspension celular en un tubo de 1.5 mL
incubando por 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron
300 pL de cloroformo y se mezcld por inversién de 3 a 5 veces, se incub6 cada
tubo por 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 rpm y 4°C
por 3 minutos, se recupero la fase acuosa sin tocar la interfase en un tubo nuevo y
estéril de 1.5 mL, a este se le adiciondé 800 uL de isopropanol para precipitar el
RNA y se mezclé por inversion de 3 a 5 veces, se incubd cada tubo por 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 rpm y 4°C por 5
minutos, se descart6 el sobrenadante y la pastilla se lavo con 500 pL de etanol al

37



75% dos veces, la pastilla se dejo secar en un lapso de 5 a 10 minutos, a la
pastilla seca se le adicion6 50 pL de agua libre de nucleasas a 55°C, se dejo
incubando por 3 minutos a temperatura ambiente y se resuspendié en la misma
agua. Se cuantificé el RNA obtenido por espectrofotometria en equipo nanodrop y
se analizé su calidad e integridad corriendo 1 pg de cada muestra por

electroforesis en gel de agarosa/TAE al 1%.

5.2.4 Analisis del restablecimiento de la expresion relativa del miR-204 por

sondas tagman.

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de RNA total por medio de la utilizacion de
sondas stem-loop RT (Applied Biosystem) especificas para el miRNA-204 y el
RNU44 utilizado como control, para ello se mezclé 3 pg de RNA total, 3 pL de
primers RT, 0.2 uyL dNTPs con dTTP (100 mM) a una concentracion final de 20
mM, 1 uL de transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/uL) (ThermoFisher), buffer RT
10X a una concentracion final de 1X,0.2 pL de inhibidor de RNAsa (20 U/uL),
MgCl,( 25 mM) a una concentracion final de 22.5 mM y agua libre de RNasa
cuanto bas para 20 L, la retro transcripcion se llevd a cabo en un Termociclador
GeneAMp system 9700 (Applied biosystem) con el siguiente ciclado: 16°C por 2
minutos; 42°C por 1 minuto; 50°C por 1 segundo por 40 ciclos un ciclo de 85°C por
5 minutos y un final de 4°C «; terminado el tiempo de ciclado se realizé una PCR
en tiempo real por la utilizacion de sondas TagMan, por lo cual en una placa de 96
pozos se mezclaron 1.33 pL del producto de la retro transcripcion, 10 yL de
TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied biosystem) a una concentracion
final de 1X, 1 pL de cada sonda especifica TagMan Small RNA Asaay 20X a una
concentracion final de 1X y agua libre de nucleasas cbp 20 pL. La reaccion se
llevo a cabo en equipo 7500 de Applied biosystem con el siguiente programa de
ciclado: 1 ciclo de 2 minutos a 50 °C, 1 ciclo de 95°C por 10 minutos y 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos y 60°C por 60 segundo. Para el analisis de resultados se
utiliz6 el método de ct (2-AAct) utilizando como normalizador la expresion de

RNU44 cémo control.
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5.3 Ensayo de Western blot.
5.3.1 Obtencion de extractos proteicos totales y cuantificacion

Extracto proteico de lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 fue
obtenido en condiciones de normoxia e hipoxia; para ello se removi6 el medio del
cultivo inicial y se realizé un lavado con Buffer Salino de Fosfato (PBS) 1X a pH de
7.0, después se adicion6é PBS 1X-EDTA 6.8 mM a pH de 7.0 y se adicionaron 64
uL por cada 1.5 mL de PBS 1X-EDTA, la solucion se distribuyo en las células con
movimientos oscilatorios suaves y se incub6 por 5 minutos a 37°C para que
tuviera efecto la tripsina, para despegar las células se les dieron unos golpes
suaves a las botellas de cultivo hasta ver la solucion turbia y se les adicion6 1 mL
de medio de cultivo suplementado para inactivar la tripsina. Se mezclaron por
pipeteo las células despegadas con el medio y se recuperaron en un tubo de 15
mL para centrifugarlas a 1500 rpm/5 min/4°C. Se retir6 el sobrenadante y la
pastilla fue resuspendida en 450 pL de buffer de lisis TNTE (Tris-HCI 50 mM a pH
de 7.4, NaCl 150 mM. Tritdn X-100 al 0.1 %, EDTA 1 mM) suplementado con 50
puL de Complete Protease Inhibitor Cocktail 10X (Roche), la mezcla se transfirié a
un tubo de 1.5 mL y se dio un vortex por 5 minutos para que actuara el buffer de
lisis. Posteriormente se centrifugd la mezcla a 12,500 rpm y 4°C por 10 minutos,
se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL y se cuantificd
la muestra por el método de Bradford, para ello se realizé una curva estandar con
solucion de BSA [1 mg/mL), la curva se leyd en un espectrofotdmetro a una A de
595 nm, los resultados se graficaron y se determiné el coeficiente de correlacion
lineal. Los resultados de absrobancia de las muestras fueron obtenidos por
interpolacibn mediante la sustitucion en la ecuacion de la recta (y= mx+b)
obtenida de los datos de la curva estandar sustituyendo los valores de y como los
datos de la absorbancia de la muestra a 595 nm y x como la concentracion de

proteina.
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5.3.2 Electroforesis de proteinas desnaturalizadas

Se llevo a cabo una separacion de proteinas por la técnica de electroforesis en un
gel de poliacrilamida en presencia del detergente duodecilsulfato de sodio (SDS)
(SDS-PAGE) a una concentracion de poliacrilamida de 10, 12, o 15 % en el gel
separador segun el tamafio de la proteina a detectar y un gel concentrador al 5%.
Se utilizé una solucién amortiguadora formulada con Tris 0.25 M- Glicina, 0.1 % de

SDS a un voltaje de 100 v en la corrida.
5.3.4 Transferencia de proteinas

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD).
Las membranas y el papel whatman se sumergieron en buffer de transferencia
(Tris 0.025 M, Glicina 0.192M y metanol al 20%). Se armo un cassette y se coloco
en equipo TransBlot (BIO-RAD) a 25 V y 1 Ampere por 30 minutos. Una vez
pasado el tiempo de transferencia se realizé una tincion con rojo de Ponceau para
determinar la transferencia y se retiré el rojo de Ponceau realizando lavados con
PBS 1X. Las membranas con las proteinas transferidas fueron bloqueadas con
una solucién de PBS 1X-Twwen 20 (0.05%) y leche al 5% incubandose toda la
noche en agitacion a 4°C, terminado el tiempo de bloqueo se retir6 la solucién
bloqueadora y se realizaron 4 lavados con PBS 1X-Twwen 20 (0.05%) y un lavado
con PBS 1X.

5.3.5 Inmunodeteccién de proteinas (Western Blot)

A las membranas bloqueadas se les adiciond un anticuerpo primario especifico de
la proteina a detectar diluido en PBS 1X-Twwen 20 (0.05%) a una dilucién final
especificada en la Tabla 2, posteriormente se incubd en agitacién toda la noche a
4°C, terminado el tiempo de incubacion se retir6 el anticuerpo primario y se
realizaron 4 lavados con PBS 1X-Twwen 20 (0.05%) y un lavado con PBS 1X,
terminando los lavados se adiciono el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano correspondiente a cada anticuerpo diluido en PBS 1X-
Twwen 20 (0.05%) de acuerdo a la Tabla 2 incubandose en agitacién por una hora

a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacién se retiré el anticuerpo
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secundario y se realizaron 4 lavados con PBS 1X-Twwen 20 (0.05%) y un lavado
con PBS 1X, terminando los lavados se revel6 por quimioluminiscencia utilizando
el reactivo ECL (Amhersham Pharmacia Biotech, USA), se dej6 incubando por 5
minutos cubriéndose de la luz y la inmunodeteccién fue visualizada en un equipo
ChemiDoc Imaging Systems (BioRad), realizando un analisis densitométrico de las

bandas detectadas utilizando el software ImageJ y mylmage Thermo Scientific.

Tabla 2. Anticuerpos y dilucién utilizada.

Anticuerpo Marca/No. Cat Dilucion  Ab Secundario Dilucién
Anti FGF1 CellSignaling/#3139 1:1000 Anti-Rabbit-HRP 1:2500
Anti TGBR2 Abcam/Ab61213 1:1000 Anti-Rabbit-HRP 1:2500
Anti MMP-2 Santa Cruz 1:1000 Anti-Rabbit-HRP 1:2500
Anti ANGPT1 Abcam/ab8451 1:1000 Anti-Rabbit-HRP 1:2500
Anti GAPDH Cell Signaling/2125s 1:1000 Anti-Rabbit-HRP 1:2500

5. 3.6 Ensayo de inmunofluorescencia.

Células MDA-MB-231 fueron cultivadas hasta obtener una confluencia minima del
80 %, una vez obteniendo la confluencia adecuada se recuperaron las células y se
sembraron 250,000 células por pozo sobre un cubreobjetos en una placa de 6
pozos, se incubaron a 37°C y 5 % CO, hasta el dia siguiente. Posterior al tiempo
de incubacion se sometieron a tres tratamientos: 1. Células transfectadas con el
miR-204, 2. Células transfectadas con secuencia Scramble, 3. Células sin
transfectar. El proceso de transfeccion se realizé de acuerdo al apartado 5.2.1. Se
incubaron en dos condiciones: La primera en condiciones de normoxia a 37°C y 5
% CO2; la segunda en condiciones de hipoxia (1% O, 94% N2y 5% CO2) en una
camara de hipoxia rustica y modular (billupus-rothenberg) a 37°C, en ambas
condiciones el tiempo de incubacion fue de 48 h. Terminando las condiciones de
hipoxia y normoxia se les retir6 el medio a las células, se realiz6 un lavado con
PBS 1X pH 7.0 y se adicion6 1 mL de Paraformaldehido al 4% diluido en PBS 1X
pH 7.4 por pozo y se incubaron las células a 37°C por una hora para fijar las

células. Se permeabilizaron las células adicionando tritén al 2% diluido en PBS 1X
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pH 7.4, se incubd por cinco minutos a TA y se realizaron tres lavados con PBS 1X
pH 7.4, posteriormente se realiz6 un blogueo adicionando 1 mL de solucién con
PBS 1X-BSA a cada pozo y se incub6 por 1 hora a 37°C, posterior al tiempo de
incubacion se realizaron tres lavados con PBS 1X pH 7.4, terminando los lavados
se incubaron las células con el anticuerpo primario anti-FGF1 a una dilucion de
1:20 toda la noche a 4°C, posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1Xy
fueron incubadas por dos horas con el anticuerpo secundario conjugado con el

fluoroforo Alexa 546, el nucleo fue tefiido con DAPI.
5.4 Clonacion de las secuencias 3’'UTR del gen FGF1

5.4.1 Amplificacién de fragmentos de la regiéon 3’UTR del gen fgfl por PCR

punto final.

Prediccion en la base de datos TargetScan determinaron las secuencias a utilizar
gue con los sitios de union para el miR-204, se disefid un par de oligos especificos
para amplificar por PCR el fragmento de la secuencia 3'UTR del gen fgfl que
tuviera los sitios de union (Tabla 3). Para la reaccion de PCR se utilizaron 200 ng
de DNA gendmico extraido por el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit
(promega) a partir de la donacion de sujetos sanos y se utilizo el kit para PCR
Master Mix (Roche). La mezcla de reaccion se realiz6 adicionando 200 ng de DNA
total de donadores, 10 yuL de Master Mix 2x para una concentracion final de 1x, 1
uL de oligo Forward a 10 uM, 1 pL de oligo Reverse a 10 uM y agua grado PCR
cbp 20 pL. La amplificacion se llevo a cabo en un Termociclador GeneAmp system
9700 (Applied biosystem) con el siguiente ciclado: 1 ciclo de 5 minutos a 94 °C, 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60.3 °C por 30 segundos y 72°C por 30
segundos, un ciclo de 72°C por 7 minutos y un ciclo final de 4°C «; terminando el
tiempo de ciclado se analizé el producto de PCR tefiido con GelRed 1X (biotium)

por electroforesis en gel de agarosa/TAE al 1%.

Tabla 3. Oligos para amplificar la 3’'UTR de fgf1.

Gen Secuencia (5'->3") Tamafio del producto (pb)

FW- AGAAATCCCCCCTTCAGAAC
fgfl RV- CCAAAGCCTCTGCTTACCAG 419
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5.4.2 Clonacién de las secuencias 3’'UTR mutadas del gen fgfl.

Dos pares de oligos fueron disefiados con un tamafio de 70 pb correspondiente a
un fragmento de la region 3’'UTR del gen fgfl que tuviera cuatro cambio de bases
en la region semilla en el sitio de unién para el miR-204 (Tabla 4), los oligos de la
solucion stock fueron llevados a una concentracion equimolar de 1 pg/pL y se
hibridaron las cadenas sentido y antisentido en una mezcla de 2 uL de oligo
sentido, 2 pL de oligo antisentido mas 46 pL de solucion de alineamiento
incubandose la mezcla a 98°C por 5 minutos y posteriormente una hora a 37°C.
Terminando el tiempo de ciclado se analizd el duplex tefiido con GelRed 1X
(biotium) por electroforesis en gel de agarosa/TAE al 2% para corroborar la
hibridacién, posteriormente se cuantificaron en equipo Nanodrop y se diluyeron a
una concentracion de 8 ng/ pL en agua libre de nucleasas para la reacciéon de

ligacion.

Tabla 4. Oligos con laregién mutada de la 3UTR de fgf1l.

Oligonucledtidos Secuencia (5'->3")

SENTIDO FGF1-B1- CTAGTAACTTAGAAGGATGGCATCTCCATGTAGAATAAATGAAGACAATGTGGCCCAGCCGCAGGAAGGCAGAATA
MUT1s

ANTISENTIDO FGF1- AGCTTATTCTGCCTTCCTGCGGCTGGGCCACATTGTCTTCATTTATTCTACATGGAGATGCCATCCTTCTAAGTTA
B1-MUT1as

SENTIDO FGF1-B2- CTAGTATGTGGATCTGGGGACTGAGTGTGGGAGTGCAGAGAAAGGACTGGCAACTGGCTGAGGGGATACCATAAAA
MUT2s

ANTI SENTIDO FGF1- AGCTTTTTATGGTATCCCCTCAGCCAGTTGCCAGTCCTTTCTCTGCACTCCCACACTCAGTCCCCAGATCCACATA
B2-MUT2as

*Las secuencias sombreadas con rojo son las bases que fueron cambiadas para realizar la mutacion
correspondiente

5.4.3 Ligacion de insertos de regiéon 3’UTR del gen fgf1 en plasmido pmiR-

report.

La reaccion de ligacion se llevé a cabo mezclando la concentracién de inserto
vector 3:1 en 4 pL de buffer de ligas T4 5X (ThermoFisher), 50 ng de vector pmiR-
report-luc (Applied Biosystem) (figura 10), 1U de T4 DNA ligasa (ThermoFisher) y
agua cbp 20 pL, se utiliz6 como control negativo sustituyendo el inserto por 2 pL
de solucion de alineamiento. La mezcla de reaccidén se incub6 toda la noche a
23°C, una vez terminando el tiempo de incubacion, el producto de ligacion se

utilizé para transformar células competentes E.coli DH5a, el cual se selecciono
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una colonia para expandir el plasmido en medio LB/ Ampicilina (1 pL [0.1g/mL]
por 1 mL de medio LB) y se realizd una extraccion de DNA plasmidico por lisis

alcalina para purificar la construccion.
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Figura 10. Plasmido pmiR-report-Luc con los sitios de insercién para la
3UTR de fgfl. Se muestra el mapa del vector pmiR-report con el gen reportero de
luciferasa indicando los sitios de corte y los fragmentos a insertar en el pol -linker.
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5.5 Transformacion celular.
5.5.1 Transformacién de células competentes E. coli DH5a.

Células competentes E.coli DH5a se descongelaron por incubacién en hielo y se
afadieron 50 pL a la mezcla de ligacion homogenizando por pipeteo. La mezcla se
incubé por 30 minutos en hielo, posteriormente se le di6 un choque térmico
incubando 90 segundos a 42°C y se incub6é nuevamente en hielo por 3 minutos.
Terminando el tiempo de incubacion se adiciond 200 puL de medio LB y se incubd
a 37°C por 45 minutos a 250 rpm, terminado el tiempo se adicion6 la mezcla con
las bacterias transformadas en una placa con Agar/LB-Amp para obtener unidades
formadoras de colonias (UFC).

5.5.2 Extraccién de plasmido por lisis alcalina (Minipreps).

Unidades Formadoras de Colonias aisladas se inocularon en 5 mL de medio
LB/Ampicilina (1 pL [0.1g/mL] por 1 mL de medio LB) y se incub6 a 37°C por 16
horas a 200 rpm. Posterior a la incubacion se tomaron 1.5 mL de la muestra y se
centrifug6 por 5 minutos a 5000 rpm, se descart6 el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 100 pL de soluciéon 1 GTE fria (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM
pH 8.0, EDTA 10 mM) homogenizando con la micropipeta y se dejé incubando por
10 minutos a TA. Posteriormente se adicion6é 200 pL de la solucion 2 (NaOH 0.2
N, SDS 1%) y se incubd por 5 minutos en hielo. Se adicion6 150 pL de solucién 3
fria (AcK 5M pH 4.8) y se mezcl6 por inversion incubando en hielo por 5 minutos.
Se centrifugd la muestra a 8500 rpm por 10 minutos a 4°C, se recupero el
sobrenadante en un tubo de 1.5 mL nuevo y estéril, se adicion6 0.8 mL de etanol
al 95% y se dej6 incubando por 10 minutos a TA. Se centrifugd la muestra a 8500
/10 min/ 4°C, se descart0 el sobrenadante y la pastilla se lavdo con 500 pL de
etanol al 75%, se dejé secar la pastilla sobre una toalla de papel y se resuspendio
en agua estéril a 50°C, posteriormente se adicioné RNasa (1 pL RNasa [10mg/mL]
por cada 30 pL) y se incub6é por 30 minutos a 37°C. Terminando el tiempo
incubacion con RNasa se analizo la extraccion de plasmido tefiido con GelRed 1X
(biotium) por electroforesis en gel de agarosa/TAE al 1%
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5.6 Validaciéon de blanco modulado por el miR-204 mediante construcciones
pmiR-Luc-3’UTR fgfl

5.6.1 Transfeccion de la construccion en células MDA-MB-231y co-
transfeccion del pre-miR-204

200,000 células MDA-MB-231 fueron sembradas por pozo en una placa de seis
pozos, se le adiciond 2 mL de medio DMEM suplementado y se incubaron a 37°C
y 5% CO; hasta el dia siguiente. Posterior al tiempo de incubacién se prepar6é una
reaccion de transfeccion para cada pozo de la siguiente manera: En un tubo de
1.5 mL se adicionaron 5 pg de la construccion pmiR-Luc-3’'UTR fgfl, pmiR-Luc-
3'UTR fgfl mutada y pmiR-REPORT B-gal (control), se adicioné 150 yL de medio
OptiMEM se mezclé el contenido por pipeteo; en otro tubo de 1.5 mL se adicion6 9
uL de agente de transfeccion lipofectamina 2000 reagent (Invitrogen), se adicion6
150 pL de medio OptiMEM y se mezcl6 el contenido por pipeteo incubando la
mezcla por 10 min/TA. Posterior al tiempo de incubacion, se mezclaron ambos
tubos en uno solo, se homogeniz6 por pipeteo y se incubd por 10 minutos a TA.
Pasado el tiempo de incubacion se le retiré el medio a las células, se realizaron
dos lavados con PBS 1X pH 7.0 se les adicionaron 1.8 mL de medio DMEM sin
suplementar y la mezcla del complejo lipofectamina-DNA correspondiente a cada
pozo, se mezclo por movimientos oscilatorios y se incubaron las células por 4
horas a 37°C y 5 % CO,, posterior al tiempo de incubacion se les retir6 el medio a
las células y se adicioné 2 mL de medio DMEM suplementado. Terminando el

tiempo de incubacion, las células se incubaron en condiciones normales por 24h.

Posteriormente, las construcciones fueron co-transfectadas con el pre-miR-204 o
Scramble siguiendo el protocolo de transfeccién descrito en el apartado 5.2.1.
Después de la transfeccion, las células fueron incubadas en dos condiciones, la
primera en condiciones de normoxia a 37°C y 5 % CO2; la segunda en
condiciones de hipoxia (1% O, 94% N2 y 5% CO2) en una camara de hipoxia
modular (billupus-rothenberg) a 37°C o rustica. En ambas condiciones el tiempo

de incubacioén fue de 48 h.
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5.6.2 Ensayo de medicion de actividad de luciferasa.

La actividad de luciferasa fue medida utilizando el kit Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega) diluyendo el buffer de lisis 5X (CCLR) en agua estéril
para obtener una concentracion de 1X. Las células con la construccion y
transfectadas con los pre-miR fueron lavadas con PBS 1X y se adicion6 150 pL de
buffer de lisis 1X incubando en agitacion por 5 minutos en hielo, posteriormente se
transfirié el lisado celular a un tubo de 1.5 mL para dar un vortex de 10 a 15
segundos tres veces y se centrifugd a 12,000 g por dos minutos a 4°C, se
recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL. Se adicionaron
100 pL de Luciferase Assay Reagent Il y 20 yL de lisado celular por condicion en
un pozo distinto en una placa de 96 pozos de fondo opaco, se mezclo el contenido
de cada pozo por pipeteo y se realizd la lectura de la placa en un luminébmetro
Fluoroskan Ascent™ Microplate Fluorometer (Thermo Scientific) con dos segundos

de retardamiento antes de cada lectura de 10 segundos.
5.7 Ensayo de angiogénesis
5.7.1 Ensayo de formacion de tubulos in vitro (Ensayo de angiogénesis).

250,000 células fueron sembradas por pozo en un aplaca de 6 pozos incubando a
37°C y 5% CO, hasta el dia siguiente, pasado el tiempo de incubacion se
sometieron a tres tratamientos: 1. Células transfectadas con el miR-204, 2. Células

transfectadas con secuencia Scramble, 3. Células sin transfectar.

El proceso de transfeccion se realiz6 de acuerdo al apartado 5.2.1. Se incubaron
en dos condiciones: la primera en condiciones de normoxia a 37°Cy 5 % COy; la
segunda en condiciones de hipoxia (1% Oz 94% N, y 5% CO,) en una camara de
hipoxia modular (billupus-rothenberg) o rustica a 37°C, en ambas condiciones el
tiempo de incubacion fue de 48 h. Matriz extracelular (Matrigel) fue incubada en
hielo y a 4°C por 12 h asi como las puntas, tubos y placas a utilizar. La matrigel
fue diluida adicionando 900 pL de matriz extracelular y 100 pL de PBS 1X pH 7.0
frio, la mezcla se homogenizé suavemente por pipeteo para evitar la formacion de

burbujas. Una vez teniendo la dilucion, se adicion6 lentamente 50 pL de matrigel
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diluida por pozo a utilizar en una placa de 96 pozos fria evitando la formacion de
burbujas, posteriormente se incub6 a 37°C por una hora. Terminando el tiempo de
incubacion se adicionaron 10,000 células por pozo con distinto tratamiento (miR-
204, Scramble y sin transfectar) en normoxia e hipoxia, se adicionaron 100 pL de
medio DMEM sin suplementar y se incubaron en normoxia por 12 h a 37°C y 5%
CO,. Posterior al tiempo de incubacion se adicionaron 10,000 células HUVEC en
cada pozo de MDA-MB-231 con distinto tratamiento. Se utiliz6 como control
células MDA-MB-231, células HUVEC en monocultivo y células MDA-MB-231 y
HUVEC en monocultivo tratadas con VEGFA [10 ng/mL]. Se incubaron todas las
condiciones en normoxia por 24 h a 37°C y 5% CO, documentando las formacién
de estructuras tubulares a las 6, 12 y 24 h. Al final se realizé la cuantificacién de

formacion de estructuras tubulares y puntos de ramificacion.

5.7.2 Ensayo de formacion de tabulos in vitro (Ensayo de Mimetismo

Vasculogénico).

Se sembraron 250,000 células por pozo en un aplaca de 6 pozos incubando a
37°C y 5% CO, hasta el dia siguiente, pasado el tiempo de incubacion se
sometieron a tres tratamientos: 1. Células transfectadas con el miR-204, 2. Células
transfectadas con secuencia Scramble, 3. Células sin transfectar. El proceso de
transfeccion se realiz6 de acuerdo al apartado 5.2.1. Se incubaron en dos
condiciones: la primera en condiciones de normoxia a 37°C y 5 % CO,; la segunda
en condiciones de hipoxia (1% O, 94% N, y 5% CO,) en una camara de hipoxia
modular (billupus-rothenberg) o rustica a 37°C, en ambas condiciones el tiempo
de incubacion fue de 48 h. Matriz extracelular (Matrigel) fue incubada en hielo y a
4°C por 12 h asi como las puntas, tubos y placas a utilizar. Se diluy6 la matrigel
adicionando 900 pL de matriz extracelular y 100 pL de PBS 1X pH 7.0 frio, la
mezcla se homogeniz6 suavemente por pipeteo para evitar la formacion de
burbujas. Una vez teniendo la dilucion, se adiciono lentamente 50 pL de matrigel
diluida por pozo a utilizar en una placa de 96 pozos fria evitando la formacién de

burbujas, posteriormente se incub6 a 37°C por una hora. Terminando el tiempo de
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incubacion se adicionaron 10,000 células por pozo con distinto tratamiento (miR-
204, Scramble y sin transfectar) en normoxia e hipoxia, se adicionaron 100 pL de
medio DMEM sin suplementar y se incubaron en normoxia por 12 h a 37°C y 5%
CO,, se documentd las formacion de estructuras tubulares a las 3, 6, 9y 12 h. Al
final se realizo la cuantificacion de formacién de estructuras tubulares y puntos de

ramificacion.
5.7.3 Silenciamiento de genes asociados a Mimetismo Vasculogénico.

Para el silenciamiento se utiliz6 una construccion plasmidica utilizando el vector
psilencer 5.6 U retro que tuviera insertada una secuencia nucleotidica disefiada
que al expresarse formara un transcrito de estructura secundaria en forma de
horquilla o short hairpin RNA (sh RNA), para lo cual se utilizaron dos pares de
oligos para hibirdar de acuerdo a la tabla 5 realizando el proceso de hibirdacion de

acuerdo al apartado 5.4.2

Tabla 5. Oligos utilizados para el silenciamiento de tgfbr2.

Oligonucleétidos Secuencia (5'->3")

SENTIDO tgbr2 GATCCGGAGGAGAAGATTCCTGAAGATTCAAGAGATCTTCAGGAATCTTCTCCTCCTTTTTTGGAAA

ANTISENTIDO tgbr2 AGCTTTTCCAAAAAAGGAGGAGAAGATTCCTGAAGATCTCTTGAATCTTCAGGAATCTTCTCCTCCG

Una vez tenida la construccion, se sembraron 200,000 células MDA-MB-231 por
pozo en una placa de seis pozos, se le adicion6 2 mL de medio DMEM
suplementado y se incubaron a 37°C y 5% CO, hasta el dia siguiente. Posterior al
tiempo de incubacién se prepar6 una reaccion de transfeccion para cada pozo de
la siguiente manera: En un tubo de 1.5 mL se adicionaron 5 ug de la construccién
pSielncer 5.1 U6 retro- Tgfbr2, se adicion6 150 yL de medio OptiMEM se mezclo
el contenido por pipeteo; en otro tubo de 1.5 mL se adicion6 9 pL de agente de
transfeccion lipofectamina 2000 reagent (invitrogen), se adicioné 150 pL de medio
OptiMEM vy se mezclé el contenido por pipeteo incubando la mezcla por 10
minutos a TA. Posterior al tiempo de incubacion, se mezclaron ambos tubos en

uno solo, se homogenizo por pipeteo y se incubd por 10 minutos a TA. Pasado el
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tiempo de incubacion se le retird el medio a las células, se realizaron dos lavados
con PBS 1X pH 7.0 se les adicionaron 1.8 mL de medio DMEM sin suplementar y
la mezcla del complejo lipofectamina-DNA correspondiente a cada pozo, se
mezclo por movimientos oscilatorios y se incubaron las células por 4 horas a 37°C
y 5 % CO,, posterior al tiempo de incubacion se les retird el medio a las células y
se adicion6 2 mL de medio DMEM suplementado. Posterior al tiempo de

incubacion, las células se incubaron en condiciones normales por 24h.

Se incubaron en dos condiciones: la primera en condiciones de normoxia a 37°C y
5 % CO2; la segunda en condiciones de hipoxia (1% O, 94% N, y 5% CO,) en una
camara de hipoxia modular (billupus-rothenberg) a 37°C, en ambas condiciones el
tiempo de incubacion fue de 48 h, se evalud el silenciamiento de los genes
mediante inmunodeteccidén por Western Blot de acuerdo al método utilizado en el

apartado 5.3.5.
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VI. Resultados
6.1 Anélisis de la expresion de FGF1
6.1.1 Anélisis de la expresion de FGF1 por PCR

Para determinar la expresion del Factor de crecimiento de fibroblastos 1, se
realizaron diversas estrategias. La primera fue determinar su expresiéon mediante
la amplificacion de oligos especificos para un fragmento del mensajero con una
longitud de 360 pares de bases. Se realiz6 una PCR punto final utilizando como
templado cDNA de lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MCF-7 y
MCF-10A, se utiliz6 como control DNA total de donantes sanos y GAPDH como

control consitutivo.

Para la amplificacion en DNA total, se obtuvo el amplificado de un fragmento de
aproximadamente 360 pb correspondiente a FGF1 el cual concuerda con la
prediccidon del disefio de oligos (Figura 11 A) asi como un fragmento de 90 pb
correspondiente al amplificado para GAPDH (figura 11 A) En la tabla 6 se muestra

la reaccion de PCR para amplificacion de oligos para FGF1 y GAPDH.

Para la amplificacién de oligos en lineas celulares de cancer de mama, primero se
realizd una extraccion con Trizol de RNA de lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7
y MCF-10A. Se analizé la calidad e integridad del RNA mediante la cuantificacion
en un equipo Nanodrop y visualizacion mediante electroforesis en un gel de
Agarosa/TAE al 1%. En la figura 12 se observa la integridad del RNA extraido de
las diferentes lineas celulares en el cual se aprecia las sub unidades 28S y 18S
ademas de no presentar degradacion del mismo, referente a la calidad, en la tabla
7 se observa el radio para cada linea celular, el cual es cercano a 2.0 lo que se
traduce en una pureza aceptable en el RNA, esto nos determina que el RNA

extraido es de buena calidad y puede ser utilizado para la reaccion de PCR.
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Una vez teniendo el RNA de buena calidad se realizé una retrotranscripcion para
producir cDNA de cada muestra, para ello, se utilizdé oligo dT y Random primer
para determinar en cuél de estos se producia un mejor amplificado para FGF1 y
GAPDH. En la figura 13 se muestran los resultados para cada condicion, se
observa que en oligo dT se obtuvo un amplificado de aproximadamente 360 pb
correspondiente a FGF1 en la linea celular MDA-MB-231, menor amplificado en
MCF-7 y nulo amplificado en MCF-10 A, esto es correspondiente a lo reportado en
la literatura, en Random primer no se obtuvo amplificado. Respecto a GAPDH se
obtuvo amplificado de 90 pb en Random primer. Debido a que estos datos no
fueron posibles reproducirlos, no fueron utilizados para determinar la expresion de
FGF1 por medio de PCR, por lo que se planted la estrategia de andlisis de la

expresion del factor por ensayo de inmunofluorescencia.
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Figura 11. Analisis de la expresién de FGF1 y GAPDH mediante RT-PCR. (A)
Carril 2: Amplificacion de FGF1 en DNA gendmico, Carril 3: Amplificacion de

GAPDH, Carril 1: Marcador

hypper ladder 25 bp [200 ng]. (B) Programa de

amplificacion para FGF1. (C) Programa de amplificacion para GAPDH. Gel de

agarosa al 2 %.

Tabla 6. Reacciéon de PCR para amplificacién de oligos para FGF1 y GAPDH.

Reaccion FGF1 GAPDH Final
Mix 2x (Roche) 10 pl 10 pl 1%
Oligo S 10 pM 1pl 1pl 0.2 pM
Oligo AS 10 pM 1l 1 0.2 pM
Templado (DNAg 3l 3l 100 ng
100 ng)

Agua S5pul 5ul chp 20
Total 20u 20
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Figura 12. Analisis de integridad de RNA
total. (1) Marcador 1 kb plus [200 ng]. (2)
RNA de MDA-MB-231 [1ug], (3) RNA de
MCF-10A [1 ug], (4) RNA de MCF-7 [1 ug].
Gel de agarosa al 1 %.

Tabla 7. Cuantificacién del RNA total.

Linea celular ng/ul

260/280 260/230

MDA-MB-231 126.6

MCF-10A 205.7

MCF-7 1043.9

217 0.78
243 043
1.77 034
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Figura 13. Andlisis de la expresion de FGF1 y GAPDH mediante RT-PCR.
Carril 2-9: Amplificado de FGF1 en cDNA en diversas lineas celulares. Carril 10-
17: Amplificacion de GAPDH. Carril 1: Marcador hypper ladder 25 bp [200 ng]. Gel

de agarosa al 2 %.
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6.1.2 Andlisis de la expresion de FGF1 por Inmunofluorescencia

La expresion basal del FGF1 fue analizada por ensayo de inmonofluorescencia en
linea celular MDA-MB-23, para lo cual, se realizé un cultivo celular hasta obtener
una confluencia del 80%, se recuperaron las células, se fijaron en
paraformaldehido se incubaron con el anticuerpo anti-FGF1ly se tifieron con el
fluoréforo Alexa 546 y el nucleo fue tefiido con DAPI. Primero se probaron
diferentes diluciones del anticuerpo primario para determinar en qué dilucion
presentaba una mejor sefal de fluorescencia. En la figura 14 A se muestra el
control el cual es muestra sin el anticuerpo primario, esto para determinar alguna
sefal de fondo, en la figura 14 B se muestra que la dilucion 1:20 fue la éptima en
la que se obtuvo una sefal de fluorescencia asociada al nivel de expresion de
FGF1. En condiciones de normoxia la expresion de FGF1 fue asociada al nivel de
intensidad de la fluorescencia en células sin transfectar (figura 16 A) detectandose

principalmente el factor disperso en el citoplasma.

6.2 Andlisis del efecto de larestauracion del miR-204 en la expresion de
FGF1 en células MDA-MB-231.

Células MDA-MB-231 cultivadas en condiciones de normoxia fueron transfectadas
con el miR-204 para analizar su efecto en la expresion de FGF1 como se muestra
en la figura 16 B la intensidad de la fluorescencia disminuy6 considerablemente en
células transfectadas, este hecho estd asociado a la disminucién de la expresion
del factor mediado por el efecto del miR-204. Se evalué la eficacia de la
transfeccion del pre-miR-204 para evaluar el restablecimiento de la expresiéon del
miR-204, para ello se realizd6 una extraccion de RNA a las células MDA-MB-231
transfectadas con el precursor del miR-204 y posteriormente validar la transfeccion
por qRT-PCR. En la figura 15 se observa la validacién de la transfeccion y la

restauracion de la expresion del miR-204 en células MDA-MB-231.
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Posteriormente, células MDA-MB-231 fueron cultivadas en condiciones de estrés
hipoxico con el propésito de sobre expresar el factor FGF1 y determinar el nivel de
expresion, este fue evaluado analizando la intensidad de la sefial fluorescencia.
En la figura 16 C se puede observar que hay un incremento del nivel de la
intensidad de la fluorescencia en células sometidas a hipoxia hasta 13 veces en
comparacioén con las condiciones basales en normoxia (Figura 16 E), asi mismo se
observa una mayor dispersion del factor en el citoplasma. Células MDA-MB-231
cultivadas en condiciones de hipoxia fueron transfectadas con el miR-204 para
analizar su efecto en la expresion de FGF1, como se muestra en la figura 16 By D
se observa que hay una disminucion en la sefial de fluorescencia asociado al nivel
de expresion de proteina mediado por el efecto del miR-204 en condiciones de
normoxia e hipoxia respectivamente. Esto habla que la restauracion de la
expresion del miR-204 reduce la expresion de la proteina FGF1 en condiciones

basales de normoxia y en condiciones de estrés por hipoxia.

Para validar los ensayos de inmunofluorescencia se realiz6 un ensayo de Western
blot en extractos protéicos de células MDA-MB-231 en diferentes condiciones de
normoxia e hipoxia asi como transfectadas con el miR-204 y secuencia Scramble.
En la figura 17 se observa que hay un aumento en la expresion relativa 1.8 veces
mayor de FGF1 en células sometidas a hipoxia. Al restablecer la expresion del
miR-204, hay una reduccién en la expresion de la proteina en condiciones de

normoxia e hipoxia.
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Figura 14. Expresion basal de FGF1. Inmunofluorescencia de células MDA-MB-
231 en diferentes condiciones. (A) Control: MDA-MB-231 sin transfectar en
condiciones de normoxia. (B) MDA-MB-231 en condiciones de normoxia con

dilucion 1:20 de anticuerpo anti-FGF1.
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Figura 15. Restauracion de la expresion del miR-204 y anédlisis de su efecto
en la expresion de FGF1l. (A) Analisis de integridad de RNA de células
transfectadas. (1) Marcador 1Kb [200 ng], (2) Células MDA-MB-231 transfectadas
con 10 yM del pre-miR 204 [1 ug], (3) MDA-MB-231 sin transfectar [1 ug], las
flechas indican las sub unidades ribosomales. (B) Validacion de la transfeccién del
pre-miR 204 por PCR tiempo real. Células MDA-MB-231 fueron transfectadas con
10 uM del premiR-204 (* p<0.05).
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Figura 16. Analisis del efecto de la restauracion del miR-204 en la expresion
de FGF1. Inmunofluorescencia de células MDA-MB-231 en diferentes condiciones.
(A) Control: MDA-MB-231 sin transfectar en condiciones de normoxia. (B) MDA-

MB-231 en condiciones de normoxia transfectadas con el miR-204 (continua).
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Figura 16. Analisis del efecto de la restauracion del miR-204 en la expresion
de FGF1 (continuacién). (C) MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia aumenta la
expresion de FGF1. (D) MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia transfectadas con
el miR-204. (E) Andlisis densitométrico de la sefial de fluorescencia en MDA-MB-
231 en condiciones de hipoxia, normoxia y en células transfectadas con el miR-

204 (p< 0.05). Se analizaron 10 células en 4 campos utilizando el Software ImajeJ.
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Figura 17. Expresion de FGF1 en condiciones de normoxia e hipoxia en
células MDA-MB-231. (A) Western blot de extracto de proteinas en condiciones
de normoxia e hipoxia, Ctrl: Células sin transfectar, Scr: Células transfectadas con
Scramble, miR-204: Células transfectadas con el miR-204. (B) Cuantificacion de
expresion de FGF1 en diversas condiciones. Analisis cuantitativo de blots
realizado por software mylmage Analysis de Thermo Scientific. El Andlisis
estadistico fue realizado por el software GraphPad con prueba de t-student.
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6.3 Disefio de oligos y preparacion de plasmido pmiR-Report para ensayo de

luciferasa

Para determinar si FGF1 es un blanco directo del miR-204, se realizdé un ensayo
de luciferasa mediante la insercion de un fragmento de la regién 3’'UTR que
contenga los sitios de union para el miR-204 en el vector pmiRreport el cual tiene
el gen reportero de la luciferasa la transfeccio del precursor del miR-204 va a
incidir en la modulacién de la expresion de FGF1 y su efecto va a infuenciar en la
actividad de luciferasa. Se realizé la basqueda de la secuencia del sitio de unién
para el miR-204 en el software libre en la red TargetScan, los resultados de la
blasqueda arrojaron que el gen fgfl posee dos sitios de union en la region 3’'UTR
para el miR-204. Una vez obtenida la secuencia se cotej6 la misma en la
secuencia del gen disponible en la base de datos del genbank para posteriormente
disefiar dos pares de oligos para hibridar con una longitud de 70 pb que tuvieran
en el centro la secuencia del sitio de union para el miR-204 (figura 18), adicional a
la secuencia se le afadieron las bases correspondientes al sitio de corte de
extremos cohesivos correspondientes a las enzimas de restriccion Hind 11l y Spel
para la ligacion en el vector pmiRreport, en la figura 19 se observa la hibridacién

de los oligos sintetizados.

Posterior a la hibridacién de los oligos, se prepar6 el plasmido pmiRreport, para
ello se parti6 de una construccion donde el vector a utilizar tenia un fragmento
insertado de aproximadamente 250 pb correspondiente a una region de la 3’"UTR
del gen AAMP, se realiz6 una doble digestibn enzimética en la construccion con
las enzimas Hind Ill y Spel para liberar el inserto correspondiente a AAMP y
linealizar el plasmido para su purificacion (figura 20) y uso para realizar la ligacién

de la region 3"UTR del gen fgfil.
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Figura 18. Disefio de oligos de la region 3'UTR del gen FGF1 para ensayo

de luciferasa. Se realizdé una busqueda de predicciones en Target Scan para

determinar los posibles sitios de union para en miR-204. El gen FGF1 presenta

dos sitios de unidn, el primero entre las posiciones de 587 a 608 y el segundo

en las posiciones de 792 a 818 en la 3’'UTR del gen FGF1. Se eligieron dos

secuencias de 70 bp donde tuvieran en medio el sitio de union y para el miR-

204, asi mismo se realizaron mutaciones en los dos sitios de union en la regién

semilla del sitio de unidn al miR-204
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Figura 19. Hibridacién de oligonucle6tidos. (1) Marcador 25pb [200 ng].
(2) FGF1-B1-WTs [1 pg] (3) FGF1-B1-WTas [1 pg] . (4) oligos hibridados
FGF1-B1-WT 3 pL. (5) FGF1-B2-WTs [1 ug]. (6) FGF1-B2-WTas [1 ug]. (7)
oligos hibridados FGF1-B2-WT [1 pL]. (8) FGF1-B1-mutls [1 pg]. (9) FGF1-
B1l-mutlas [1 pg]. (10) Oligos hibridados FGF1-B1-mutl [1 pL]. (11) FGF1-B2-
mut2s [1 pg] (12) FGF1-B2-mut2as [1 pg]. (13) oligos hibridados FGF1-B2-
mut2 [1 pL]
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Figura 20. Preparacion del plasmido pmiR-REPORT a partir del p-miR-3'UTR
-AAMP. (1) Control: Muestra de lisis alcalina pmiR-AAMP tratada con RNAsa [1
pgl. (2 -5) Plasmido pmiR-AAMP cortado [3 ug]. (7) pmiR-AAMP (8 y 9) pmiR-
AAMP digerido y purificado, (M) Marcador 1 Kb [200 ng]. Gel de agarosa al 1%.
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6.4. Clonacion de laregion 3’UTR de fgfl y fgfl-mut.
6.4.1 Clonacion de la 3'UTR de fgfl wild type y mut.

Para clonar la region 3'UTR de fgfl wild type se llevo a cabo una reaccion de PCR
tiempo final utlizando los oligos disefiados para amplificar un producto de ~419 pb
en ADN gendmico que tuviera los sitios de union para el miR-204, en la figura 21 A
se observa el producto de PCR con el amplificado esperado de ~419 pb
correspondiente a la 3’'UTR de fgfl. La banda correspondiente al amplificado
deseado fue cortada y purificada a partir del gel de agarosa, posteriormente fue
sometida a una reaccion de doble digestion con 10 U de enzima Hind IIl y Spe |
respectivamente para finalmente purificar a partir del gel de agarosa el fragmento
de ~419 pb de la 3’'UTR de fgfl con los extremos cohesivos listos para la reaccion
de ligacion.

Una vez teniendo el producto purificado de PCR de la 3’'UTR de fgfl y el plasmido
cortado y purificado, se prepar6 la reaccion de ligacién a una relacién 1:3 vector
inserto incubando a 23°C toda la noche en placas con agar LB/amp para realizar
la construccion fgfIWT-pmiR report. Se obtuvieron 2 colonias en la placa 1 (figura
22) y 1 colonia en la placa 2.

Para determinar si estas colonias correspondian a la construccion fgfiAWT-pmiR
report, se llevé a cabo una PCR colony realizando la reaccion en las mismas
condiciones que se obtuvo el amplificado utilizando como templado cada colonia

obtenida en las placas 1y 2.

En las tres colonias sometidas a la reaccion de PCR colony se obtuvo el
amplificado de ~419 pb correspondiente a la 3’'UTR de fgfl, los fragmentos
obtenidos fueron comparados con el control en el amplificado de ADN gendmico
(figura 21 B). Para confirmar que el amplificado corresponde a la 3'UTR de fgfl el
plasmido fue expandido cultivando las colonias positivas en 5 mL de medio
LB/Amp y cultivadas toda la noche a 37°C a 200 rpm. El plasmido fue extraido por
lisis alcalina (figura 23 A) y sometido a una doble digestion con 10 U de enzimas
Hind 1l y Spe I. El inserto liberado fue de ~419 (figura 23 B) el cual es similar al
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fragmento obtenido por PCR en ADN gendmico y en la PCR colony por lo que se
puede argumentar que el fragmento liberado corresponde al fragmento clonado de
la 3’'UTR de fgfl.

Para clonar la region 3’'UTR de fgf1l-mut se utilizaron los oligos hibridados con las
regiones mutadas para cada sitio de union para el miR-204 y se llevo a cabo una
reaccion ligacion con el vector pmiR report cortado y purificado. Se preparo la
reaccion de ligacién a una relacion 1:3 y 1:12 vector inserto incubando a 23°C toda
la noche en placas con agar LB/Amp para realizar la construccion fgfl mut-pmiR
report. Se obtuvieron 12 colonias en la placa con relacién 1:12 correspondiente al
fragmento para el primer sitio de unién mutl (figura 24) en la relacién 1:3 no se

obtuvieran colonias asi como para el segundo sitio de union mut2.

Para determinar si estas colonias correspondian a la construccion fgfl mutl-pmiR
report, el plasmido fue expandido cultivando las colonias positivas en 5 mL de
medio LB/amp y cultivadas toda la noche a 37°C a 200 rpm. El plasmido fue
extraido por lisis alcalina (figura 25 A) y sometido a una doble digestion con 10 U
de enzimas Hind Il y Spe I. El inserto liberado fue de ~76 pb (figura 25 B) el cual

corresponde al fragmento clonado de la 3'UTR de fgfl.
6.4.2 Ensayo de luciferasa.

Para determinar si FGF1 era blanco del miR-204 se realizO un ensayo de
luciferasa con las construcciones realizadas de la 3'UTR de fgfl midiendo la
actividad de luciferasa a las 24 h de co-transfeccion con el miR-204, en la figura
26 se observa que las células transfectadas con la construccion pmiR-LUC-3"UTR
FGF1 y cotransfectadas con el miR-204 hubo una disminucion en las unidades
expresion relativa de luciferasa en comparacion con los controles, en la
construccion pmiR-LUC-3"UTR FGF1mutl co-transfectada con elmiR-204 no hubo
un efecto en la actividad de luciferasa lo cual habla que FGF1 es un blanco directo
del miR-204. Se utilizé la construccibn pmiRAAMP como control positivo y un

plasmido no relacionado como control negativo.
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Figura 21. Clonacion de la 3’'UTR de fgfl. (A) Carril 1: Producto de PCR de ADN
gendémico con el amplificado de la 3'UTR de FGF1 (B) Producto de PCR colony de
colonias obtenidas. Carril 1: Control positivo (ADN gendmico). Carril 2: Control
negativo. Carril 3: Colonia 1. Carril 4: Colonia 2. Carril 5: Colonia 1 placa 2, la
flecha indica el amplificado de la 3'UTR de fgfl. M: Marcador 1 Kb [300 ng]. Gel de
agarosa al 1 %.
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Reaccion de ligacion FGF1 3’'UTR

1:13 Final
(L)
Inserto 29 9.7 ng
(FGF1)
Annealing - 1X
Solution
Agua 3 cbp 20 pL
Buffer 5 X 4 1X
VectorpmiR 9.1 50 ng
Tdligasa 1 1U

Resultado/ 2
UFC

Condiciones: 23°C, O.N.

Figura 22. Ligacién de la 3'UTR de fgfl. (A) Reaccion de ligaciéon de la 3'UTR-
B1-Mutl. (B) Colonias obtenidas en placas con agar-LB/Amp en la relacién 1:3

inserto vector.
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Figura 23. Extraccién y digestiéon de construccion pmiR-3'UTR fgfl. (A)
Extraccion de plasmido por lisis alcalina de las colonias positivas con la
construccion pmiR report-3"UTR fgfl. Carril 1y 2, colonias 1y 2 de placa 1. Carril
3: Colonia 1 de placa 2. (B) Doble digestién con 10 U de enzimas Hind Il y Spe |
de la construccion. Carril 1: Construccion pmiR report-3"UTR fgflsin digerir. Carril
2: Plasmido digerido donde se observa el Inserto liberado correspondiente a la
3'UTR de fgfl. M: Marcador 1 Kb [300 ng] Gel de agarosa al 1%.
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A B

Reaccién de ligacién FGF1 3’UTR B1-Mutl

1:12 Final
(HL)
Inserto 2 7 ng
(FGF1 mut1)
Annealing - 1X
Solution
Agua 6.6 cbp 20 uL
Buffer 5 X 4 1X
Vector pmiR 6.4 50 ng
Tdligasa 1 1U
Resultado/ 12
UFC

Condiciones: 23°C, O.N.

Figura 24. Ligacion de la 3'UTR fgfl mutl. (A) Reaccion de ligacion de la
3'UTR-B1-Mutl. (B) Colonias obtenidas de la reaccion de ligacién en placas con
agar-LB/Amp en la relacion 1:12 inserto vector.
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Figura 25. Extraccion y digestién de contruccién pmiR-3'"UTR fgfl mutl. (A)
Extraccion de plasmido pmiR-3"UTR fgfl mutl por lisis alcalina de 2 colonias.
Carril 1 y 2, DNA plasmidico de colonias 1 y 2 con la construccién fgfl mutada. (B)
Doble digestion de la construccion fgfl mutada con 10 U de enzimas Hind Ill y Spe
I. Carril 1: Construccion pmiR report-3"UTR fgflmutl sin digerir, Carril 2: Plasmido
digerido con el Inserto liberado correspondiente a la 3'UTR de fgfimutl. M:
Marcador 1 Kb [300 ng]. Gel de agarosa al 1%.
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Figura 26. Ensayo de luciferasa de la 3'UTR fgfl en células MDA-MB-231. (A)
Células MDA-MB-231 transfectadas con la construccion pmiR-3° UTR FGF1, co-
transfectadas con el miR-204, secuencia Scramble y construccion pmiR-3° UTR
FGF1mut co-transfectada con el miR-204. (B) La construccion pmiR3’'UTR AAMP
fue utilizada como control positivo y un pladsmido no relacionado como control
negativo. El Analisis estadistico fue realizado por el software GraphPad con

prueba de t-student para experimentos independientes.
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6.5 Disminucién de la expresion del FGF1 mediada por el miR-204 inhibe la

angiogénesis y el mimetismo vaculogénico en células de cancer de mama.

Para determinar si el restablecimiento de la expresion del miR-204 y su reduccion
en la expresion de FGF1 regula la angiogénesis se realizé un ensayo de formacion
de tdbulos (ensayo de angiogénesis), para realizar el ensayo, células MDA-MB-
231 fueron cultivadas en condiciones de hipoxia y normoxia y posteriormente ser
cultivadas en matrigel en co-cultivo con células HUVEC, como control se realizé

un monocultivo en matrigel de MDA-MB-231 para ambas condiciones.

En condiciones de normoxia se desarrollo la formacién de estructuras tubulares
tipo capilar en co-cultivo con HUVEC en matrigel, fendmeno caracteristico de la
angiogéneis clasica (figura 27 A); en monocultivo con matrigel, las células
tumorales no desarrollaron estructuras tubulares, lo que era un resultado esperado
debido a que las células tumorales no estuvieron en contacto con células
endoteliales formadoras de estructuras capilares (figura 27 A). Sin embargo en
células MDA-MB-231 sometidas a condiciones de estrés hipoxico en monocultivo
en normoxia con matrigel desarrollaron estructuras tubulares tipo capilar
independiente de células endoteliales, fendbmeno descrito como mimetismo
vasculogénico; al realzar un co-cultivo con las células endoteliales HUVEC, se
formaron estructuras tubulares tipo capilar tortuosas e irregulares realizando un
tipo de sinergismo vascular originado por las estructuras capilares pre-formadas

por la células tumorales en estrés hipoxico (figura 27 B).

Para evaluar el efecto del restablecimiento de la expresién del miR-204 en el
mimetismo vasculogénico, células MDA-MB-231 fueron transfectadas con 30 nM
del miR-204 y Scramble en condiciones de hipoxia y normoxia, como control se
utilizé células MDA-MB-231 sin transfectar, posteriormente se cultivaron por 12
horas en matrigel. Células en normoxia transfectadas con el miR-204 y Scramble
no desarrollaron mimetismo vasculogénico, por lo cual no hubo efecto a evaluar

referente al restablecimiento de la expresion del miR-204.
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En condiciones de hipoxia, células MDA-MB-231 sin transfectar y transfectadas
con la secuencia Scramble, desarrollaron estructuras tubulares (figura 28 B); sin
embargo, en las células transfectadas con el pre-miR-204 hubo una reduccion en
la formacion de tabulos y puntos de ramificacion en comparacién con las células
sin transfectar (figura 28 B, C y D), lo que habla del efecto del miR-204 en la

inhibicion del mimetismo vasculogénico.

Para caracterizar el desarrollo de estructuras tubulares en el mimetismo
vasulogénico desarrollado en células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia, se
realiz6 un mapa de mimetismo vascular utilizando el analizador de angiogénesis
del software ImageJ con el propdsito de identificar las redes y segmentos
formados por las estructuras tubulares, asi como identificar los nodos y uniones
maestras para cada tratamiento, en la figura 29 se observa el mapa de mimetismo
para cada condicion, resaltando la prediccion de redes y segmentos que pudieron
haberse formado en el caso de las células transfectadas con el pre-miR-204

tomando como base los nodos formados.
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Normoxia

MDA-MB-231 MDA-MB-231 + HUVEC

B Hipoxia

MDA-MB-231 MDA-MB-231 + HUVEC

Figura 27. Ensayo de angiogénesis in vitro. (A) Células tumorales exhiben
actividad pro-angiogénica debido a que induce a las células HUVEC para
formar estructuras tubulares tipo capilar en condiciones de normoxia sobre una
matriz extra celular. (B) Células tumorales, sin contacto con las HUVEC,
forman estructuras tubulares tipo capilar en condiciones de hipoxia sobre una
matriz extra celular indicativo de mimetismo vascular. Células MDA-MB-231
en mimetismo vascular inducen a las células HUVEC a formar estructuras

capilares tortuosas y gruesas, las flechas sefialan los tubulos formados.
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Figura 28. El miR-204 inhibe el mimetismo vascular detectado en las células
MDA-MB-231. (A), Células MDA-MB-231 en normoxia no desarrollan mimetismo
vasculogénico. (B) Células MDA-MB-231 en hipoxia sin transfectar, transfectadas
con Scramble y miR-204, las flechas muestran las estructuras tubulares formadas
por las células tumorales. (C) Cuantificacion de numero de tubulos. (D)

Cuantificacion de puntos de ramificacion (p < 0.05).

79



A Control Scramble miR-204

S & - ~ T ¥ St
y - 1 N \ < -
[ 1 W [ 74 b—rL\ I| o= T
2 e J/ \ S
\ L«: ™ ! \I [ (> \ ¢ N e
(AN N ) { PPR) N\
\ / d o o o\ 4
WAl AN ] Ve !
N N Ny / § ~ ./
\ | X 4 ALy, | AR >
4 /‘ ."—’ A_| I 4 ) ,’ OC|~ \{‘“‘I ~% \4' -
b_/.\.A A 0.9'( O W 7 ; \ \4/‘:; PN ™
/ | / Gl
/A\ P —_— ] _,‘ \ T ,d" / I' f \ /’l T G
\ ] ot W > gl | p X L7 /
7 \ Y § T/
/ /
Nl _\)a~<€| IES W N & A
od o e ) o
b ] 3 @
7 i 5 - © ® &
@0 d Re Ol b J
&y 3 2
Q o
. 3 e s p 4
. g . . o ; 5" P 4 2
{ o p \\ Ba ¢
3 o ’ 0 @
e 2 . a9 = b o
o o S o X o o \
o ¢
0 ° o
\ ® 2 & e ol 9 ’
e 2 o
®» o 8
) » o .

Figura 29. Mapa de mimetismo vasculogénico en las células MDA-MB-231.
(A), Mapa completo de red de estructuras tubulares de células MDA-MD-231 en
condiciones de hipoxia con diferentes tratamientos (azul:malla, amarillo:
segmentos delimitados por dos uniones, verde: rama, circulos azules: nodos,
magenta: uniones maestras). (B) Segmentos de estructuras tubulares en
diferentes condiciones, se observa la prediccibn de estructuras en células
transfectadas con el miR-204(magenta: segmentos, verde: ramas). (C) Mapa de

nodos y uniones maestras de MV en diferentes tratamientos. Software ImageJ.
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6.5.1 Desarrollo e inhibicién del mimetismo vasculogénico respecto al

tiempo

Para evaluar el efecto del restablecimiento de la expresion del miR-204 en el
mimetismo vasculogénico respecto al tiempo, se realiz6 un monitoreo del tiempo
cada tres horas hasta un tiempo final de 12 horas de incubacion en matrigel de
células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia y normoxia transfectadas con el
pre-miR-204, Srcamble y sin transfectar con el propésito de determinar el tiempo
de formacion de estructuras tubulares en células sin transfectar y el tiempo de

inhibicion de estructuras tubulares en células transfectadas con el pre-miR-204.

En células sometidas a condiciones de hipoxia, respecto al tiempo de formacion
de tdbulos en células sin transfectar, a las 3 horas se da un arreglo y
ordenamiento en las células, a las 6 horas se comienza a formar la red de
estructuras tubulares, a las 9 horas se desarrolla el mimetismo vascular y
finalmente a las 12 horas las estructuras tubulares quedan definidas y delimitadas;
en las células transfectadas con la secuencia scramble, el comportamiento de
formacion de tubulos es similar a las células sin transfectar. En células
transfectadas con el pre-mir-204 a las tres horas se da un arreglo celular parecido
a las células sin transfectar, sin embargo a las 6 horas no hay un desarrollo
puntual de estructuras tubulares, a las 9 y 12 horas la formacion de estructuras
tubulares es minima en comparacion con las células control delimitando un efecto
del miR-204 en la inhibicibn del desarrollo y formacién del mimetismo

vasculogénico a partir de las 3 horas de cultivo en matrigel (figura 30).

En células sometidas a condiciones de normoxia, a partir de las 3 horas parece
existir un arreglo celular, a partir de esa hora y hasta las 12 horas de cultivo se
forman unas pequefias estructuras, sin embargo no son delimitadas, organizadas
e interconectadas para formar wuna red caracteristica del mimetismo

vasculogénico.
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Figura 30. Desarrollo e inhibicién del MV respecto al tiempo. Formacién de
estructuras tubulares del MV en células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia y
transfectadas con el miR-204 y secuencia Scrambkle. En condiciones de normoxia

no se observa la formacién de estructuras tubulares delimitadas

82



6.5.2 El miR-204 inhibe el sinergismo vascular.

Como se habia descrito anteriormente, células MDA-MB-231 en mimetismo
vasculogénico en co-cultivo con células HUVEC, forman estructuras tortuosas e
irregulares, esto debido a un posible sinergismo vascular entre ambas. Para
determinar si el miR-204 inhibe no solo el MV sino también el sinergismo vascular,
células MDA-MB-231 fueron transfectadas con el pre-miR-204 en condiciones de
hipoxia por 48 h. Posteriormente fueron cultivadas en matrigel por 12 h en
condiciones de normoxia para finalmente, realizar el co-cultivo con células HUVEC
realizando un monitoreo en la formacién de estructuras tortuosas a las 6,12 y 24 h
del co-cultivo en normoxia. En la figura 31, se observa que el sinergismo formado
se mantiene a las 24 h en co-cultivo con las células MDA-MB-231-HUVEC, este
proceso no es alterado en las células transfectadas con las secuencia Scramble;
sin embargo, en células MDA-MB-231 dbénde se restablecid la expresion del miR-
204, hubo una inhibicién casi en su totalidad en la formacion de mimetismo
vasculogénico asi como de estructuras tortuosas debido al sinergismo vascular,
por lo que podemos sefialar que el miR-204 inhibe este sinergismo que promueve
el desarrollo de estructuras tubulares tortuosas, como control se utilizé células
MDA-MB-231 en normoxia en co-cultivo con HUVEC y un monocultivo de HUVEC
con el factor pro-angiogénico VGFA, donde se esperaba el desarrollo de

estructuras tubulares caracteristicas de la angiogénesis clasica.
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Figura 31. El miR-204 inhibe sinergismo vascular. (A) Células MDA-MB-231 en
mimetismo vasculogénico en co-cultivo con células HUVEC sobre matrigel en
condiciones de normoxia, transfectadas con secuencia Scramble y con el miR-
204. (B) Células MDA-MB-231 en normoxia en co-cultivo con HUVEC sobre
matrigel y células HUVEC+VEGFA como control.
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6.5.3 El mimetismo vasculogénico esta asociado a células altamente

metastasicas.

Para determinar si el mimetismo vasculogénico estaba asociado a células
altamente metastasicas, se realiz6 un moncultivo en matrigel de lineas celulares
de cancer de mama MDA-MB-231 (altamente metastasicas) y MCF-7 (pobremente
metastasicas), las cuales poseen diferentes caracteristicas morfoldgicas,
genéticas e inmunohistoquimicas, por lo cuale se comportan de manera distinta en
la progresion e invasion del tumor. Ambas lineas celulares fueron cultivadas en
condiciones de normoxia e hipoxia por 48 h para después ser sembradas y
cultivadas en matrigel por 12 h con el propdsito de observar el desarrollo del

mimetismo en cada cultivo y condicion.

El resultado obtenido fue que las células MDA-MB-231 en hipoxia en contacto con
la matrigel desarrollan MV a partir de las 6 h (figura 32 A) ; sin embargo las
células MCF-7 en condiciones de hipoxia y normoxia no desarrollaron la formacién
de estructuras tubulares tipo capilar en cultivo con Matrigel (Figura 32 B), esto
parece indicar que el mimetismo vaculogénico es caracteristico de células
altamente metastasicas, el resultado puede estar asociado a un elevado
incremento en la sintesis y liberacion de proteinas que favorecen la formacion de
estructuras tubulares por parte de la célula MDA-MB-231 debido a sus
caracteristicas genéticas y en respuesta a condiciones de estrés como la falta de

oxigeno que permiten el desarrollo del mimetismo.
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(A) MDA-MB-231

Normoxia

Figura 32. Desarrollo de MV respecto al tiempo. (A) Células MDA-MB-231
sometidas a estrés hipdxico y en normoxia cultivadas en matrigel en normoxia por
12 h. (B) Células MCF-7 en estrés hipoxico y en normoxia cultivadas en matrigel

en normoxia por 12 h.
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6.5.4 El mimetismo vasculogénico es dependiente de estrés hipoxico y

factores pro-angiogénicos.

Para determinar si el mimetismo vasculogénico es dependiente de factores pro-
angiogénicos, se realizd un ensayo de mimetismo vasculogénico donde se realiz6
el cultivo de células sometidas a estrés hipoxico en matrigel por 36 h en normoxia
para determinar si al restablecer las condiciones de oxigeno incidia en el
desarrollo y mantenimiento de estructuras tubulares. Como se observa en la figura
33 A el restablecimiento del cultivo en condiciones de normoxia disminuye el
desarrollo y mantenimiento del mimetismo vasculogénico, lo que nos dice que éste
fendbmeno es dependiente del estrés hipoxico en las células tumorales. A la par se
desarroll6 un ensayo de mimetismo vasculogénico en donde a estructuras
tubulares preformadas a las 12 h en matrigel se les adicioné el factor pro-
angiogénico VEGFA con el propésito de determinar si éste fendmeno es
dependiente de factores asociados a la angiogénesis clasica. En la figura 33 B se
observa que una vez desarrollado el mimetismo, este se mantiene a las 6, 12 y 24
h en cultivo con VEGFA (36 totales de cultivo) a pesar de las condiciones de
cultivo en normoxia en comparacion con el cultivo sin VEGFA, lo que nos indica
gque el mimetismo vasculogénico puede ser dependiente de factores pro-
angiogénicos que promuevan el desarrollo de estructuras tubulares tipo capilar por
las células tumorales altamente metastasicas. Como control se desarroll6 un
ensayo de mimetismo vasculogénico de células MDA-MB-231 en normoxia en
cultivo con VEGFA, como se observa en la figura 33 C, no hubo desarrollo de
mimetismo vasculogénico. Derivado del resultado obtenido se desarrolld un
modelo de trabajo mediado por el miR-204, el cual comparte algunos de los
factores pro-angiogénicos que son blancos directos del miR-204 que puedan
regular el mimetismo vasculogénico (figura 34).Se realizé una inmunodeteccién
por ensayo de Western blot para validar este modelo de trabajo, por lo que se
obtuvieron extractos protéicos de células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia
y normoxia. En la figura 35 A y B se observa que TGFBR2 esta sobre expresado
en condiciones de hipoxia y que al silenciarlo tiene un efecto en la expresion de

MMP-2, lo cual puede influir en el desarrollo del mimetismo vasculogénico.
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Hipoxia Normoxia
MDA-MB-231 MDA-MB-231 + VEGFA MDA-MB-231 + VEGFA

18 h (6 h VGFA) 18 h (6 h VGFA)

24 h (12 h VGFA)

36H(24 h VGFA)

36 h (24 h VGFA)

Figura 33. Mimetismo vascular en MDA-MB-231 es dependiente de VEGFA.
(A) ElI mimetismo vascular disminuye conforme aumenta el tiempo de incubacién
en el matrigel y la concentracion de O, aumenta. (B) El mimetismo vascular se
mantiene en presencia de VEGFA, aun al restablecer el oxigeno, sugiriendo que
los mecanismos responsables de MV son dependientes de factores angiogénicos.
(C) No hay desarrollo de MV en células MDA-MB-231 en normoxia
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Figura 34. Modelo del Mimetismo Vasculogénico mediado por el miR-204. La
hipoxia tumoral es el detonante para la sobre expresiébn de factores pro-
angiogénicos que promuevan la proliferacién, migracién e invasion que dan como
resultado final el desarrollo del mimetismo vasculogénico. El miR-204 reduce la
expresion de dichos factores como TGFBR, CREB5 y FGF1, que son parte de la
cascada de induccion para el desarrollo del fenotipo del mimetismo. Al restablecer
la expresion del miR-204 reduce la traduccion de los factores pro-angiogénicos lo

gue incide en la inhibicion del mimetismo vasculogénico.
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Figura 35. Expresion de proteinas asociadas al mimetismo vascular en
células MDA-MB-231. (A) Western blot de extracto de proteinas en diferentes
condiciones N= Normoxia, H=Hipoxia, shT= células transfectadas con sh TGFBR2.
(B) Cuantificacion de expresiéon de las proteinas TGFBR2 y MMP2. (p<0.05).
Andlisis cuantitativo de blots realizado por software mylmage Analysis de Thermo
Scientific.
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6.5.5 Silenciamiento de tgfbr2 inhibe el mimetismo vasculogénico.

Con el propésito de determinar si el silenciamiento del gen tgfbr2 tenia un efecto
en el desarrollo del mimetismo vasculogénico, células MDA-MB-231 fueron
transfecatadas con 5 pg de la construccién psilencer-tgfbr2, incubadas en
condiciones de hipoxia y normoxia por 48 h para posteriormente realizar un
monocultivo en matrigel y evaluar la formacion de estructuras tubulares tipo capilar

por la célula tumoral.

En la figura 36 A se observa que en células transfectadas con la construccion
psilencer-tgfbr2 sometidas a condiciones de hipoxia no hubo formacion y
desarrollo de estructuras tubulares en comparacién con las células sin transfectar
las cuales desarrollaron el mimetismo vasculogénico; para determinar que el
efecto fuera por el silenciamiento y no por el agente de Transfeccion, se realizé un
cultivo con lipofectamina, el cual no tuvo efecto en la viabilidad celular y desarrollo
del mimetismo. En las células cultivadas en normoxia, no hubo desarrollo de
mimetismo vasculogénico en las tres condiciones (transfectadas, sin transfectar y
con lipofectamina) lo que nos indica el papel de la hipoxia y TGFBR2 en la
formacion de estructuras tubulares asi como la inhibicion de las mismas por el

efecto del silenciamiento de tgbr2.
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Figura 36. El shTGBR2 inhibe el mimetismo vascular detectado en las células
MDA-MB-231. (A) Células MDA-MB-231 en hipoxia transfectadas con el
shTGFBR2 no desarrollan mimetismo vasculogénico en comparacion con células
sin transfectar, células en normoxia no desarrollan mimetismo. (B) Cuantificacion

de nimero de tubulos y de puntos de ramificacion (p < 0.05).
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VII. Discusion.

El presente trabajo tuvo como intencidon analizar el restablecimiento de la
expresion del miR-204 y su efecto en la angiogénesis por medio de la modulacién
del factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1) en células de cancer de mama
MDA-MB-231, se analizo la expresion de FGF1 en condiciones de normoxia e
hipoxia, asi como el efecto del miR-204 en ambas condiciones. El estimulo de
hipoxia fue evaluado en células tumorales y su efecto en el desarrollo de

estructuras tubulares tipo capilar.

La expresion basal del factor fue evaluada mediante PCR obteniendo una
expresion mayor en células MDA-MB-231 en comparacion con MCF-7 este
resultado fue similar por lo reportado por Shi y colaboradores en el 2014, sin
embargo, no fue posible reproducir este resultado por esta técnica, debido a esto
se optd por realizar la deteccibn de la proteina por ensayos de

inmunofluorescencia.

Los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia indican que las células
tumorales MDA-MB-231 cuando son sometidas a estrés hipoxico sobre expresan
el factor de crecimiento FGF1 hasta 13 veces mas en comparacion con las células
en normoxia, lo que muestran que la hipoxia es un factor estimulante para
incrementar la sintesis y liberacion del FGF1 de acuerdo con lo reportado por
Carreira y colaboradores en el 2001, esto fue confirmado por Western blot donde
se encontré que FGF1 en hipoxia tuvo un nivel de expresion 1.8 veces mayor en
comparacion con células en normoxia. FGF1 se localiza disperso en el citoplasma,
lo cual habla sobre su secrecion y accion paracrina para tener su efecto como
estimulador de la angiogénesis al ser captado por su receptor tanto en células
tumorales como en células endoteliales promoviendo la angiogénesis y por ende
la diseminacion del tumor mediante el fenomeno de metastasis, estos resultados
concuerdan con lo reportado por Yoshimura en 1998 y Mori y colaboradores en el
2012.
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Nuestro grupo de trabajo reportd que el miR-204 modula un grupo de genes
asociados a la estimulacién del proceso angiogénico en cancer de seno, debido a
esto se evaluo el efecto del miR-204 en la expresion de FGF1 y su consecuencia
en la angiogénesis. Cuando se restablece la expresion del miR-204 en células de
cancer de mama MDA-MB-231 en normoxia e hipoxia, hay una disminucion en la
intensidad de la sefial de fluorescencia asociado a la presencia de la proteina, lo
que indica el papel de la modulacién en la expresion de FGF1 mediado por el miR-
204.

La clonacién del fragmento de la 3"UTR fue realizada por PCR con los dos sitios
de unién para el miR-204, se confirmé la clonacién por PCR colony asi como por
doble digestién liberando el fragmento correspondiente a ~419 pb, adicionalmente
se realiz6 la clonacion del primer sitio de union con mutaciones en la region
semilla, como perspectiva se realizara la secuenciacion para confirmar las clonas.
En el ensayo de luciferasa se registré una disminucién en la actividad de luciferasa
en células transfectadas con el pre-miR-204 lo que determina que FGF1 es blanco
directo del miR-204.

Para desarrollar el efecto de la modulacion de FGF1 en la angiogénesis, se eligio
el estimulo de hipoxia en el cultivo celular debido a que en el microambiente
tumoral esta presente este estrés y por lo mismo tiene un efecto en la expresion
de factores pro-angiogénicos (entre ellos FGF1) que estimulen la formacion de
estructuras tubulares en un soporte de matriz extracelular. Los datos obtenidos
muestran que las células MDA-MB-231 sometidas a estrés hipoxico por 48 h y
cultivadas en matrigel, desarrollan estructuras tubulares tipo capilar sin la
necesidad de estar en contacto con las células endoteliales, este fenomeno es
llamado mimetismo vasculogénico, el término fue acuiiado y reportado por primera
vez en melanoma por Maniotis y colaboradores en 1999 (98). EI mimetismo
vasculogénico se define como el desarrollo de estructuras tubulares tipo capilar
por células tumorales independiente del contacto con células endoteliales. Este
fendbmeno ocurre en diversos tipos de cancer incluyendo el cancer de seno (99) y

estimula la activacion de genes que sintetizan proteinas capaces de degradar y
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remodelar la matriz extracelular para desarrollar estructuras tubulares tipo capilar
por parte de la célula tumoral que promuevan la perfusion de nutrientes, oxigeno
y faciliten la diseminacién tumoral desarrollando metastasis (100). EI mimetismo
vasculogénico es caracteristico de tumores altamente metastasicos y agresivos
teniendo un mal prondstico y baja sobrevivencia en pacientes que presentan este

fenémeno (101).

Nuestros datos proponen que células de cancer de mama MDA-MB-231 cultivadas
en condiciones de hipoxia, desarrollan mimetismo vasculogénico a partir de las 6 h
sobre un soporte de matrigel en comparacién con células MCF-7 las cuales son
pobremente metastasicas, estos datos concuerdan con lo reportado por Basu y
colaboradores en el 2006, sin embargo ellos realizaron sus ensayos dando un
estrés celular a base de falta de nutrientes, una diferencia adicional es que en
nuestra investigacion realizamos un monitoreo cada tres horas por 12 horas
encontrando que el mimetismo en células MDA-MB-231 se desarrolla casi en su
totalidad a partir de las 6 horas en comparacion con Basu que el inicio del

desarrollo lo reporta a partir de las 7 horas.

Reportes indican que las terapias anti-angiogénicas clasicas pueden fallar
incurriendo en la progresion tumoral en un ambiente hipoxico (102) por lo que el
uso de microRNAs puede ser una estrategia alternativa en terapias contra

fendbmenos agresivos como el mimetismo vasculogénico.

Al realizar el ensayo de mimetismo vasculogénico con células MDA-MB-231
transfectadas con el miR-204 en condiciones de hipoxia, encontramos que el
restablecimiento de la expresion del miR-204 tiene un efecto en la disminucién del
desarrollo de estructuras tubulares tipo capilar lo que habla que este microRNA
no solo tiene efecto en la angiogénesis clasica sino también en el mimetismo

vasculogénico.

Al realizar un co-cultivo de células en mimetismo vasculogénico con células
endoteliales, encontramos que se forman estructuras tortuosas e irregulares

realizando una especie de sinergismo vasculogénico, al parecer las células
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endoteliales cubren a las estructuras tubulares pre-formadas estableciendo una
especie de cobertura a los mismos, desconocemos el significado biolégico de este
fenémeno, pero al parecer, esto podria facilitar e incrementar la perfusion y
diseminaciéon de nutrientes asi como proveer proteccion a las terapias anti-

angiogénicas haciendo mas agresivo e invasivo al tumor.

El miR-204 logro abatir el desarrollo de estructuras tubulares tortuosas formadas
por las células endoteliales inhibiendo el sinergismo vasculogénico entre ambas
células promotoras de la vascularizacién, estos hallazgos indican que el miR-204
puede ser un agente terapéutico alternativo no solo al proceso angiogénico sino

también a tumores que desarrollen mimetismo y sinergismo vasculogénico.

Para determinar si el mimetismo vasculogénico era dependiente del estrés
hipéxico y factores pro-angiogénicos, se realizO un ensayo de mimetismo
vasculogénico donde se mantuvo a las células MDA-MB-231 en mimetismo en un
cultivo en normoxia por 24 h y adicionalmente en un cultivo adicional se le
adicion6 VEFGA el cual es un factor pro-angiogénico altamente estudiado, los
resultados obtenidos mostraron que al aumentar el tiempo de cultivo de células en
mimetismo en normoxia se iba perdiendo el desarrollo y mantenimiento de
estructuras tubulares formadas por las células tumorales, caso contrario en las
células con VEGFA que a pesar de las condiciones de normoxia, se mantuvo el
mimetismo hasta las 24 h de cultivo en normoxia. Esto nos habla que el
mimetismo es dependiente de una condicién de estrés hipoxico que permite a la
célula tumoral la sintesis exacerbada de factores que promuevan el desarrollo y
mantenimiento de estructuras tubulares, dichos factores pueden ser similares a los
pro-angiogénicos. Zhang y colaboradores en el 2016 demostraron que el
mimetismo vasculogénico desarrollado en glioma por astrocitos puede ser inhibido
por un agente que bloguea a TGF-B1 evitando que esta proteina sea captada por
su receptor TGBR2 y desarrolle el mimetismo vasculogénico en glioma (103);
Flores-Pérez en el 2016 demostré que el miR-204 inhibe el proceso angiogénico
clasico a través de la modulacion de TGBR2. Debido a esto se decidio evaluar la

expresion de otros factores pro-angiogénicos en el mimetismo vasculogénico en
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células de cancer de mama MDA-MB-231 que fueran blancos directos del miR-204
reportados como TGFBR2 con el propésito de determinar si algunas proteinas y
rutas eran compartidas entre el proceso angiogénico y el mimetismo

vasculogénico.

Los resultados obtenidos en este proyecto demostraron que TGBR2 esta sobre
expresado en células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia. Por su importancia
en el proceso angiogénico y debido a los antecedentes planteados, se evalud si
esta proteina era crucial en el desarrollo del mimetismo vasculogénico para lo cual
se realiz6 un ensayo con células MDA-MB-231 transfectadas con un shTGFBR2
para silenciar al gen tgbr2 y determinar el efecto de su silenciamiento en el
mimetismo vasculogénico. Los resultados obtenidos mostraron que el
silenciamiento de tgfbr2 abati6 en su totalidad la formacién de estructuras
tubulares tipo capilar desarrollado por las células MDA-MB-231, lo que indica que
TBGBR2 es indispensable para el desarrollo de mimetismo vasculogénico en
cancer de seno, adicionalmente hubo una reduccién en la sintesis de MMP-2,
proteina asociada a la degradacién de la matriz extracelular. Esto explica que
existen proteinas que son compartidas en el proceso angiogénico y en el
mimetismo vasculogénico, ademas determina que el miR-204 modula la expresién
directa de proteinas como FGF1 y TGBR2 e indirecta como MMP-2 que participan
tanto en el proceso de angiogénesis como en el desarrollo de mimetismo
vasculogénico en cancer de seno, lo que las hace blancos terapéuticos y habla del
papel del miR-204 como un posible agente terapéutico en el tratamiento contra el

cancer de mama altamente metastasico.
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VIIl. Conclusiones.

La proteina FGF1 se localiza principalmente en el citoplasma en las células
tumorales MDA-MB-231 y aumenta su expresion en condiciones de hipoxia en
comparacién con normoxia en las células MDA-MB-231.

El miR-204 inhibe la expresion de FGF1 en condiciones de normoxia e hipoxia,

sugiriendo que FGF1 es un blanco directo del miR-204.

Las células tumorales, sin contacto con las HUVEC, forman estructuras tubulares
tipo capilar en condiciones de hipoxia sobre una matriz extra celular indicativo de

mimetismo vasculogénico.

El mimetismo vasculogénico esta asociado a células altamente metastasicas triple
negativo MDA-MB-231 desarrollandose a partir de las 6 h en cultivo con matrigel

en comparacion con las luminales MCF-7 que no desarrollan este fenémeno.

Las células MDA-MB-231 en mimetismo vasculogénico inducen a las células
HUVEC a formar estructuras capilares tortuosas y engrosadas, las células al ser
tratadas con el miR-204 inhibe el mimetismo vasculogénico detectado en MDA-

MB-231 en condiciones de hipoxia y el sinergismo vascular.

Las estructuras tubulares preexistentes del MV se inhiben en condiciones de
normoxia, sin embargo, el mimetismo vascular se mantiene en presencia del factor
pro-angiogénico VEGFA, aun al restablecer el oxigeno, sugiriendo que los

mecanismos responsables de MV son dependientes de factores angiogénicos.

Blancos validados del miR-204 como FGF1 y TGFBR2 estan sobre expresados en
condiciones de hipoxia, su inhibicion por silenciamiento de TGFBR2 impide el
desarrollo del mimetismo vasculogénico en células de cancer de mama triple
negativo MDA-MB-231.

Por lo anterior con los datos antes mencionados, podemos concluir que el miR-

204 es un posible agente terapéutico en cancer de mama.
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