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Resumen

El cancer de mama triple negativo es uno de los subtipos de cancer de mama que
tienen un peor prondstico debido a que es altamente proliferativo y agresivo. La
quimioterapia neoadyuvante se ha utilizado para tratar a las pacientes con cancer
de mama triple negativo localmente avanzado y se ha demostrado un porcentaje
de estaspresenta una respuesta patoldgica completa. Los microRNAs (miRNAS)
son secuencias de RNA no codificantes los cuales se encargan de regular
negativamente la expresion de los genes a nivel postranscripsional. Se ha
propuesto que los miRNAs podrian funcionar como potenciales indicadores de la
respuesta patologica completa. En la presente investigacion se demostré que la
baja expresion del miR-145-5p se asocia con la respuesta patolégica completa,
mientras que los ensayos in vitro demostraron que la sobre expresion del miR-145
en la linea celular MDA-MB-231 es capas de reducir la expresion del la proteina
TGFBR2. Estos resultados son una manera de demostrar como la expresion del
miR-145-5p se asocia con la respuesta patologivca completa en las pacientes con

cancer de mama triple negativo.



Abstract

Triple negative breast cancer is one of the subtypes of breast cancer that have a
worse prognosis because it is highly proliferative and aggressive. Neoadjuvant
chemotherapy has been used to treat patients with locally advanced triple negative
breast cancer and a percentage of these has been shown to present a complete
pathological response. MicroRNAs (miRNAs) are non-coding RNA sequences
which are responsible for negatively regulating the expression of genes at the post-
transcriptional level. It has been proposed that miRNAs could function as potential
indicators of the complete pathological response.

In the present investigation we found that the low expression of miR-145-5p was
associated with the complete pathological response. At the same time, a Kaplan
Meier analysis was developed in which we were able to associate the expression
of the miR-145-5p with a longer survival period. A search of predicted targets for
the miR-145 was carried out using the miRbase bioinformatics platform; which was
focused on the search for those that were associated with the complete
pathological response. Through in vitro tests we demonstrated that the
overexpression of miR-145 in the MDA-MB-231 cell line is capable of inducing
apoptosis as well as reducing the expression of TGFBR2 protein at a concentration
of 60nM. These results demonstrate that the expression of miR-145-5p is
associated with the complete pathological response in patients with triple negative
breast cancer.



1. Introduccién
1.1 Origen y desarrollo del cancer

En tejidos normales en adultos el tamafio de la poblacion de las células esta
determinado por las tasas de proliferacion celular, diferenciacién y muerte celular.
Como una regla general, el incremento en el nimero de células puede resultar en
ya sea en el incremento en la proliferacion o una disminucion en la muerte celular
(Engstrom W, y col, 2015). El cancer se define etioldgicamente por el crecimiento
descontrolado y la diseminacién de un grupo de células anormales las cuales, si
no son controladas pueden provocar la muerte. EI cancer es considerado como
una enfermedad multifactorial en la cual intervienen factores externos tales como
el tabaco, agentes infecciosos, agentes quimicos, exposicién a luz UV, etc., asi
como como factores internos entre los cuales encontramos la herencia genética,
mutaciones somaticas, factores hormonales, condiciones inmunolégicas, entre
otros; los cuales pueden actuar juntos 0 en secuencia para que pueda aparecer
la enfermedad (Hejmadi M, 2010).

El cancer presenta capacidades distintivas o hallmarks, las cuales se adquieren
durante el proceso de desarrollo del tumor. La base de este concepto indica que
las células normales experimentan una transformacion paso a paso hacia la
neoplasia, adquiriendo de este modo, una sucesion de capacidades distintivas.
Hannan y col. argumentan que los tumores son mas que masas insulares de
células malignas en proliferacién; en cambio son tejidos complejos, compuestos
de muiltiples tipos de células que participan en interacciones heterdpicas una con
otra. (Engstrom W, y col, 2015). Las caracteristicas distintivas del cancer nos
proporcionan una base soélida para la comprension de la biologia del cancer. Entre
estas capacidades distintivas encontramos el mantenimiento de una sefializacién
de proliferacion, evasion de supresores tumorales, evasion de la destruccion por el
sistema inmune, capacidad de una inmortalidad replicativa, promocion de la
inflamacion tumoral, activacion de invasion y metastasis, induccion de

angiogénesis, inestabilidad gendémica y mutacion, resistencia a la muerte celular y
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una desregulacion de la energética celular (Figura 1) (Hanahan D. and Weinberg,
R. 2011). Todas estas caracteristicas son adquiridas debido a la inestabilidad
genética que presentan las células cancerigenas, ya que en ellas es mas comun
que ocurran mutaciones las cuales pueden incluir rearreglos cromosomicos,

sustituciones, delecciones, entre otras.
2. Las caracteristicas distintivas del cancer
2.1 Mantenimiento de una sefializacion de proliferacién

Las células normales dependen de las vias de sefializacion de crecimiento y
proliferacion, el ciclo celular estrictamente regulado para proliferar y mantener la
homeostasis del tejido de manera controlada; sin embargo, esto se altera en el
caso del cancer. Actualmente se ha descrito que en las células cancerosas,
las vias de crecimiento y sefalizacion proliferativa presentan una o mas
alteraciones de conduccién dentro de sus compartimentos que les da un borde de
supervivencia. Entre estos se incluyen la sobre expresion de algunos ligandos de

crecimiento, sus receptores o moléculas de sefializacion citosolica.

2.2 Evasion de supresores tumorales

Durante el proceso que conlleva a la malignidad del cancer, las células
cancerosas se enfrentan a una amplia gama de situaciones de estrés las cuales
incluyen una excesiva sefializacion, dafio en el ADN, hipoxia, escasez de
nutrientes e incluso el uso de una terapia contra el cancer. Fisiologicamente, las
células adoptan una variedad de respuestas para adaptarse al estrés si es posible
0, cuando el estrés es abrumador, se eliminan altruistamente por el bien de los
tejidos completos y sanos. La resistencia a la apoptosis, el desarrollo de
mecanismos de reparacion de ADN, evasion de la autofagia y la senescencia, son
algunos de los mecanismos por las cuales las células cancerigenas son capaces

de evadir sefializaciones que inhibirian el crecimiento y proliferacién celular.



2.3 Activacion de la angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacion, division celular, migracién y
ensamblaje de células endoteliales (EC) de vasos preexistentes. Este se presenta
durante la embriogénesis para la expansion y remodelacion de redes vasculares
primitivas y es parte de los eventos posnatales que incluyen la cicatrizacién de
heridas, el ciclo reproductivo femenino y la inflamacién cronica. En estos eventos,
sin embargo, la angiogénesis se desactiva o puede ser prolongada pero
autolimitada, a diferencia de las malignidades en las que el proceso se activa
continuamente. La regulacion de la angiogénesis implica factores pro y anti-
angiogénicos; su equilibrio determina el estado del "interruptor angiogénico”. Solo
cuando un disparador inclina la balanza hacia factores proangiogénicos como en
el caso de malignidad se enciende el interruptor y los tejidos quiescentes muestran

signos de angiogénesis.
2.4 Invasion y metéstasis

La caracteristica definitoria de la malignidad implica la capacidad de invadir el
tejido circundante y alojarse en sitios distantes para formar crecimientos
secundarios a los cuales se les denomina “metastasis”. La enfermedad
metastasica es responsable de mas del 90% de las muertes relacionadas con el
cancer e involucra una serie de eventos, la "cascada de invasion-metastasis".
Para que las células cancerosas se produzcan en sitios distantes deben: 1) invadir
a través de la matriz extracelular (MEC), incluida la membrana basal y las células
estromales, 2) intravasate en la vasculatura tumoral, 3) sobrevivir el transporte en
circulacion, 4) extravasarse en el parénquima de organos distantes, y 5)
sobreviven y manipulan microambientes foraneos que forman micrometastasis,
gue mas tarde 6) pueden convertirse en macrometastasis clinicamente relevantes,

un paso limitante de velocidad llamado "colonizacion”



2.5 Evasion de la apoptosis

La evasion de la aoptosis se lleva a cabo por la existencia de mutaciones con la
perdida de funcion en el gen supresor de tumores p53, que altera la via principal
por la que si el ADN resulta dafiado se desencadenaria la apoptosis. En este tipo
de eventos se ha descrito la participacion de genes como BCL2, los cuales
promueven la supervivencia de las células cancerosas produciendo proteinas que

intervienen en la apoptosis.

2.6 Insensibilidad a sefiales de anticrecimiento

Los tejidos normales se encuentran proteigidos de de la proliferacion celular
descontrolada mediante una gran variedad de mecanismos inhibirdores del
crecimiento.Las células cancerosas deben evadir sefiales de anticrecimiento para
continuar con su proliferacion. La mayoria de las sefiales de anticrecimientoactuan
durante la partifinal de la fase Gl y ejercen sus efectos a traves de multiples

proteinas.

3. Fisiologia de la mama

La glandula mamaria tiene como principal funcion la produccion y secrecion de
leche para la lactancia. La leche es producida en unas pequefias glandulas
llamadas bulbos que se agrupan para formar lobulilos y estos, a su vez
constituyen los I6bulos las cuales son las verdaderas unidades funcionales. Estas
estructuras glandulares estan conectadas por unos tubos denominados ductos los
cuales se encargas del transporte de la leche desde los I6bulos hasta el pezdn
(figura 2) (Bayo L, y col, 2007). La clasificacién histopatolégica de los carcinomas
mamarios de acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se divide en
no invasores (in situ), invasores y otros (Brandan ME vy Villasefior Y, 2009).
Aproximadamente 75-80% de los canceres son invasivos o infiltrantes, esta
caracteristica le da a las células la capacidad de penetrar alrededor de los canales

linfaticos y vasculares dando metastasis.



Evasion de Insensibilidad a sefiales
apoptosis de anti-crecimiento

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1. Capacidades biolégicas o hallmarks del céncer. Propiedades
biolégicas que adquiere o caracterizan a un tumor maligno y nos ayudan a
entender el mecanismo molecular por el cual ocurre la trasformacion de una célula
normal hacia una célula maligna (Tomado de Hanahan, D. and Weinberg, R.

2011).
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El tipo histoldgico mas frecuente es el carcinoma ductal invasor que representa el
70 al 80%, el segundo mas comun es el lobulillar invasor (5-10%), dificil de
diagnosticar por su diseminacion difusa en vez de formar una masa, su tasa de

multifocalidad y bilateralidad es alta.

4. El cancer de mama en México

A nivel mundial, el cancer de mama es el mas frecuente y la causa de muerte mas
comun en mujeres que fallecen por esta neoplasia maligna. Se estima que cada
afio se diagnostican cerca de 1.67 millones de mujeres con cancer de mama y
522, 000 pacientes fallecen por esta enfermedad. En paises pobres y en vias de
desarrollo, la supervivencia a cinco afos es del 30-45%, en contraste con paises
plenamente desarrollados, en los cuales tienen un 80%. Estos resultados
dependen del acceso a una deteccion oportuna de cancer y a un tratamiento
optimo (Golditz G, y col, 2007). Andlisis recientes de las tendencias de mortalidad
y morbilidad ilustran la carga de la enfermedad en los paises en desarrollo. Como
proporcion de todos los afios de vida perdidos por discapacidad (AVPD), perdidos
por cancer, el cancer de mama supera al cancer cérvicouterino y prostatico en las
regiones en vias de desarrollo del mundo. En la region de Latinoamérica y el
Caribe, el cancer de mama es la principal causa de AVPD perdidos por cancer, y
corresponde a 9%, seguido por el cancer cérvicouterino con 7% (Knaul M, y caol,
2009).

El cancer de mama representa una de las principales causas de muertes
prematuras debido a que 60% de las mujeres que mueren por esta enfermedad
tiene entre 30 y 59 afios de edad. Para el afio 2006, el cAncer de mama se habia
convertido en la segunda causa de muerte mas comdn en México entre las
mujeres de 30 a 54 afios y la tercera mas frecuente entre el grupo de 30 a 59 afios
(después de la diabetes y las cardiopatias). Si bien el cancer de mama es todavia
mas comun en los grupos de poblacion de nivel socioeconémico mas elevado, en

la actualidad afecta a todos los grupos poblacionales (Rodriguez S, y col, 2000).
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El andlisis de mortalidad por area geografica muestra diferencias notorias por
entidad federativa, con las tasas de defuncidon mas altas en los estados del centro
y norte del pais. Seis estados concentraron la mitad de las muertes por cancer de
mama durante el 2010, Ciudad de Meéxico (13.4%), Estado de México (12.4%),
Jalisco (8.2%), Veracruz (6.4%), Nuevo Leon (6%) y Guanajuato (3.8%). En el afio
2010 la tasa de mortalidad fue de 18.7 por cada 100 mil mujeres mayores de 25
afos, lo cual representa un incremento del 49.5 % en las Ultimas dos décadas. En
el periodo de 2007 al 2014, la tasa de mortalidad por cancer de mama aumento en
todos los estados (Grafica 1), principalmente en Chihuahua, Coahuila y Guerrero,
con aumentos de mas del 20%; en contraste, aquellos con menor elevacion fueron
Aguas Calientes, Durango y Baja California. Esta afeccion se ha convertido para
México en un problema creciente de salud publica. Tanto la mortalidad como el
nimero de casos nuevos que se presentan cada afio se han incrementado
paulatinamente, siendo impostergable el control de los factores de riesgo
conocidos y la implementacion de un programa de deteccién organizado que
incluya la garantia de calidad en todos los procesos, desde la deteccion hasta el

tratamiento y seguimiento de pacientes con cancer (Cardenas S,y col, 2015).

El carcinoma ductal in situ (CDIS) permanece confinado al sistema ductal de la mama sin
penetrar la membrana basal, aproximadamente el 30 al 50% de las pacientes con
carcinoma ductal in situ desarrollara carcinoma ductal en un periodo de 10 afios. El
carcinoma lobulillar in situ (CLIS) se origina del lobulillo terminal ductal, pudiéndose
distribuir de forma difusa por la mama (Huicochea S, y col, 2009). Cada mama contiene
vasos sanguineos y vasos linfaticos. Estos son estructuras pequefias con forma de frijol,
las cuales filtran sustancias en la linfa y ayudan a combatir infecciones y enfermedades.
Cerca de la mama se encuentran racimos de ganglios linfaticos en la region de las axilas
(debajo de los brazos), por encima de la clavicula y en el pecho. Si la mama se divide
imaginariamente en cuatro, la mayoria de los tumores se localizan en el cuadrante
superior externo, es decir, arriba del pezén y en el extremo que da hacia la axila, por lo
cual, cuando se disemina, las células cancerosas migran principalmente hacia los

ganglios de esa zona (Imigio F. y Hernandez, M.,y col, 2011).
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Flgura 2. Incidencia de tumor maligno de mama en la poblacion femenina y
masculina mayor a 20 afios por cada 100 mil habitantes. A partir del afio 2007
se han incrementado el nimero de casos de cancer de mama en nuestro pais esto
puede ser atribuido a mudltiples factores siendo el mas preocupante una tardia
deteccion de la enfermedad. Fuente: SSA, CENAVECE (2014), Anuario de
morbilidad 1984-2013; y CONAPO (2014) Proyecciones de la poblacion 2010-
2050.
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El sistema TNM es un sistema de estatificacion seguro y facilmente reproducible,
que permite obtener una nomenclatura estandarizada la cual facilita el intercambio
de informacion entre diferentes centros y ayuda a clasificar a las pacientes de
acuerdo al comportamiento biolégico del tumor, también permite evaluar y
determinar la seleccion de estrategias terapéuticas y el prondstico de estas. Los
médicos utilizan la clasificacion clinica para evaluar los riesgos y el pronéstico
asociado a las caracteristicas especfficas de la paciente y el tipo de cancer
implicado. El sistema de estatificacion TNM se utiliza de forma generalizada. La
combinacion del tamafio del tumor (T) y la invasion del tejido circundante, la
implicacion de los ganglios linfaticos (N), y de la metastasis (M) o la extensién del

cancer a otro 6rgano del cuerpo.

5. Clasificacion clinica y molecular del cancer de mama

El estadio es fundamental para decidir el tratamiento, puesto que cuanto menos
avanzado es el estadio, mejor es el prondstico para las pacientes. Existen 5
estadios (Tabla 1): estadio O (cero), que es carcinoma ductal in situ no invasivo
(DCIS), y los estadios 1 a IV (1 a 4), que representan cancer de mama invasivo. El
estadio es una forma de describir el cancer, de manera que los médicos puedan
planificar de forma conjunta los mejores tratamientos. Los médicos usan
diferentes pruebas de diagnéstico para averiguar el estadio del cancer, por lo que
tal vez no pueda determinarse el estadio hasta que se hayan realizado todas las
pruebas correspondientes. Conocer el estadio ayuda al médico a decidir cual es el
mejor tratamiento y puede ayudar a predecir el prondstico de un paciente, es decir,
la probabilidad de su recuperacion (Gonzalez C, y col, 2012). Dentro de la
denominacion de carcinoma de mama se incluye un grupo heterogéneo de
enfermedades con comportamientos biolégicos diferentes. En los dltimos afios con
los estudios de expresion génica se han podido determinar subgrupos con perfiles
de expresion diferencial y los cuales presentan un  comportamiento biolodgico
diferente (Tabla 2).
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Figura 3. Anatomia de la glandula mamaria y los diferentes tejidos que la
componen. La mama esta compuesta por dos tipos de tejidos principalmente, por
un lado encontramos a los I6bulos, los cuales son los encargados de la produccién
de la leche durante el periodo de lactancia y los ductos los cuales son los
encargados de transportar la leche desde los l6bulos hacia el pezon. (Imagen

tomada de la Guia de practica clinica de la ESMO).
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En el estudio realizado por Perou y colaboradores se diferenciaron 4 grupos;
Luminal (caracterizado por la expresion de genes relacionados con el receptor
estrogénico), el factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2) (caracterizado por
la sobreexpresion de HER?2), el Basal (caracterizado por la expresion de genes
como EGFR y citoqueratinas basales) y el Normal (éste posteriormente se cree
que es un artefacto de contaminacion de tejido normal). Posteriormente, se ha
afadido una subdivision en el grupo luminal (A y B) y se ha afiadido un nuevo
grupo el denominado Claudin-Low. Las caracteristicas histolégicas del cancer de
mama, han sido utilizadas como elementos importantes para la definicion de los
diferentes factores prondstico y de tratamiento de esta enfermedad.

Sin embargo, las caracteristicas inminohistoquimicas el tumor nos permiten
diferenciar alteraciones genéticas que nos proporcionan la posibilidad de clasificar
al cancer de mama de una manera mas adecuada en lo que se refiere a
prondstico y efectividad del tratamiento (Uribe R. y col, 2010). El cancer de mama
Triple Negativo (CMTN) constituye del 10-30% de todos los tipos de cancer de
mama, tiende a ser mas agresivo, ya que son tumores que tienen un crecimiento
mas rapido, existe un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad y las
pacientes generalmente tienen un pobre pronostico (Hon JD, y col, 2016). Debido
a que este tipo de tumores no presentan receptores de estrogenos (RE),
progesterona (RP) o HER2, las terapias hormonales no son eficaces en él; sin
embargo, para su tratamiento se suele utilizan una combinacién de cirugia,

radioterapia y quimioterapia.
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Tabla 1. Sistema de estatificacion TNM para el cancer de mama (tomada de la

Guia de practica clinica de la ESMO)

Estadio

Definicion

Estadio O

Las células andémalas contindan contenidas en el conducto en el que
aparecieron en un principio.

Estadio 1

El tumor mide menos de 2cm y pueden encontrarse pequefios grupos de
células cancerosas en los ganglios linfaticos.

El cAncer de mama estadio | se divide en los estadios IIA y IIB.

Estadio 2

El tumor mide menos de 2 cm y se ha extendido a los ganglios linfaticos
en la axila o el tumor mide entre 2 cm y 5 cm de diametro, pero no se ha
extendido a los ganglios linfaticos en la axila. El cancer de mama de

estadio Il se divide en los estadios IlIA y IIB.

Estadio 3

El tumor puede tener cualquier tamafio, pero: - se ha extendido a la pared
toracica y/o la piel de la mama - se ha extendido a por lo menos 10
ganglios linfaticos en la axila o los ganglios linfaticos en la axila estan
unidos entre si 0 a otras estructuras - se ha extendido a los ganglios
linfaticos cerca del esternén (térax 6seo). - se ha extendido a los ganglios
linfaticos debajo o encima de la clavicula El cancer de mama de estadio
Il se divide en los estadios llIA, 1B, y lIC

Estadio 4

El cancer se ha extendido a otros oOrganos del cuerpo, con mayor
frecuencia a los huesos, pulmones, higado o cerebro. Dichos depdésitos
tumorales distantes se denominan metastasis

17



El diagnostico, manejo y tratamiento del CMTN es actualmente un reto para los
oncologos clinicos, a pesar de tener una tasa de respuesta alta a la quimioterapia
en comparacion con los otros tipos de cancer de mama, los resultados favorables
son cortos debido a mecanismos de resistencia que se desarrollan en forma
precoz, siendo esta la paradoja del cancer de mama triple negativo. Es por ello
que la mayoria de los estudios sobre esta neoplasia estan enfocados a la
identificacion de biomarcadores terapéuticos con resultados limitados hasta el
momento. A diferencia de otros subtipos, los pacientes con cancer de mama triple
negativo se benefician de la quimioterapia, solo el 19% logra una respuesta
clinicamente completa. Para el tratamiento de las pacientes con cancer de mama
triple negativo se utiliza un tipo de quimioterapia aplicada antes de una cirugia (en
lugar de después de la cirugia), a este tipo de tratamientos se les denomina
Quimioterapia Neoayuvante, los resultados han demostrado que este tratamiento
puede tener multiples beneficios, uno de ellos es que ayuda a reducir el tamafio
del tumor lo suficiente para que una mujer pueda tener una cirugia de
conservacion de las mamamas en lugar de una mastectomia (Zaharia M y Gémez
H, 2013).

6. Tratamiento contra el cancer de mama

Las opciones de tratamiento para el cancer de mama varian segun la etapa, su
tamafo, posicion, si se ha extendido a otras partes del cuerpo y la salud fisica del
paciente. El tratamiento del céncer de mama es complejo y requiere la
participacion de un equipo multidisciplinario para poder ofrecerles a las pacientes
un tratamiento O6ptimo. Tanto los ciruanos como los oncélogos médicos, los
radioterapeutas y los restantes especialistas trabajan en conjunto para desarrollar
un tratamiento adecuado para cada paciente. Los principales tratamientos contra
el cancer de mama son la cirugia, la radiacion, quimioterapia, terapia endocrina y
terapia dirigida, de las cuales sus caracteristicas se resumen en la tabla 3. Estas
terapias se pueden usar solas o en combinacion dependiendo de la etapa de la

enfermedad. (Nounou M, y col, 2015).
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Tabla 2. Clasificacion molecular del cancer de mama asociadas a receptores

hormonales (tomada de la Guia de practica clinica de la ESMO)

Inmunofenotipo Comportamiento Frecuencia
Subtipo
Luminal A RE (+)y/o PR Subtipo mas comuny menos agresivo. Buen
(+); HER2/neu(-) pronostico.
Bajo grado histoldgico.
Respuesta hormonal.
Asociado a incremento de edad.
LuminalB RE(+) y/o RP Similar al subtipo Luminar A.
0
(+); HER2/neu °0%
+) Peor resultado que el luminal A.
Mas frecuentemente RE(+)/RP(-).
Basal RE(-), RP(-); Subtipo agresivo.
HER2/neu (-) _ _ _ o
CK 5/6 (+) ylo Alto grado histologico e indice mitdtico.
EGFR(+) Riesgo en edades menores a 40 afios.
Mas frecuente en mujeres premenopausicas.
Her2/lneu RE(-),RP(-)y Menos comun. Subtipo altamente agresivo.
(+); HER2/neu (+)
Alto grado histolégico.
RE (-)
Riesgo en mujeres menores a 40 afos. 30%
Triple RE(-),RP (-)y  Altamente agresivo.
negativo HER2/neu (-)
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Se presenta en mujeres jovenes.
Tumores de mayor tamario. 15-20%
Altamente metéstasicos.

Estimacion de supervivencia de 5 afios.

RE: Receptores de estrogenos, RP: Receptores de progesterona, Her2/New: receptor 2 de
factor de crecimiento epidérmico humano, EGFR receptor del factor de crecimiento

epidérmico, CK5/6: Citoqueratina 5/6
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En los estadios tempranos del Cancer de Mama, la cirugia es el tratamiento
fundamental el cual al ser utilizado junto con la radioterapia, pueden controlar la
enfermedad en la gran mayoria de los casos. A pesar de esto, alrededor de un
30% de las pacientes finalmente fallecera debido a la diseminacion del cancer.
Como se mencioné anteriormente, diferentes caracteristicas biolégicas son
consideradas para el diagnéstico y prondstico de las pacientes con cancer de
mama, entre ellas podemos mencionar el grado histolégico, estado de los nédulos
linfaticos, estatus de los receptores hormonales y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2). Algunos de estos factores han sido
asociados con la tasa de supervivencia de las pacientes y sus resultados clinicos
después del tratamiento (Imigio G, y col, 2011). La terapia neoadyuvante o
guimioterapia pre operativa es ahora considerada como una estrategia legitima
para el tratamiento contra el cAncer de mama localmente avanzado. Esto se basa
en evidencia preclinica y clinica, que sugiere colectivamente que en mujeres con
alto riesgo de presentar enfermedad micrometastasica, puede ser necesario un
tratamiento temprano y efectivo mediante quimioterapia sistémica para mejorar el
resultado clinico de la terapia loco regional. El objetivo de esta terapia tiene como
objetivo disminuir el tamafio del tumor para facilitar una cirugia menos invasiva y,
con suerte, mejorar el resultado al tratamiento (Chatterjee A and Erban JK, 2017).

6.1 Tratamiento neoadyuvante en cancer de mama

El tratamiento neoadvuante, se refiere al tratamiento de pacientes con agentes
sistémicos antes de la extirpacion quirdrgica definitva de un carcinoma.
Originalmente, se usé como tratamiento estandar para los canceres de mama
localmente avanzados inflamatorios e inoperables (Sahoo S, y col, 2009). En
general la quimioterapia neoadyuvante puede provocar sobre los tumores una
reduccion en el tamafio tumoral, cambios en las caracteristicas y en la densidad
de la células cancerigenas, en la apariencia histolégica, en el grado de

diferenciacion tumoral, la presencia y las caracteristicas de la invasion vascular
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linfatica, asi como variaciones en la expresion de factores prondsticos para la
respuesta a la terapia (Tabla 4). La respuesta patologica a la quimioterapia
neoadyuvante, tanto en el tumor primario como de las metéstasis ganglionares, se
correlaciona con la supervivencia libre de enfermedad vy la recidiva, actualmente
esta terapia se propone como un referente valido para la aprobacién de farmacos
en cancer de mama, dada la excelente correlacién con la evolucion a largo plazo

(Tresserra, F., y col 2012).

La Respuesta Patolégica Completa (RPC) se define como: “la ausencia de tumor
total o residual en la mama” y esta se asigna a las pacientes que responden
favorablemente al tratamiento neoadyuvante. Este término incluye mudltiples
criterios para evaluar la posible respuesta al tratamiento. En general, son
consideradas caracteristicas como el tamafio del tumor, la presencia de
carcinoma in situ, la cantidad de células residuales, la apariencia histoldgica y la
respuesta ganglionar, entre otras variables todas ellas permiten evaluar el efecto
que tiene la quimioterapia sobre los tumores (Tufia C, y col, 2015). Hasta el
momento existe una incapacidad de los métodos clinicos para predecir con
precision la respuesta a la quimioterapia en las pacientes con cancer de mama. El
cancer de mama triple negativo presenta una proporcion significativa de tumores
los cuales son altamente resistentes a la quimio radioterapia estandar y en
algunos casos estos pueden progresar durante el tratamiento. Sin embargo
Liedtke C, y col, realizaron un estudio para determinar si existia alguna relacién
entre las pacientes con cancer de mama triple negativo y el resultado clinico, asi
como la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante o RPC, ellos encontraron que
las pacientes con cancer de mama triple negativo tienen mayores tasas de RPC
asi como mayores periodos de supervivencia, en comparacion con aquellas
pacientes que no presentan Cancer de Mama Triple Negativo, indicando de este
modo la eficiencia del tratamiento nenoadyuvante en las pacientes con cancer de

mama triple negativo.
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Tabla 3. Diferentes tipos de tratamiento contra el cancer de mama, asi como las
ventajas y desventajas de cada uno de ellos (Modificada de Nounou Ml, y col,

2015).

Tipo de

tratamiento

Caracteristicas

Ventajas

Desventajas

Cirugia

Extirpacion completa
del tumor  cuando
este es pequefio. En

tumores mas grandes

Se puede extirpar el

tumor.

Facil de realizar.

Tratamiento invasivo.

Se requiere extirpar tejido

gue rodea al tumor.

s€ aplica Se pueden realizar Pueden quedar células
quimioterapia O estudios clinicos en cancerigenas, en  estos
terapia hormonal ¢ tgjido extirpado. casos se requiere  otra
adicional a la cirugia. cirugia.

Radioterapia Uso de rayos X u Puede ayudar a Puede causar efectos
otras particulas con disminuir el tamafio secundarios como fatiga,
alto potencial para de untumor previoa hinchazon de Ila mama,
matar Células una cirugia 0 enrojecimiento o]
cancerigenas. posterior a esta para decoloracion/hiperpigmentaci

evitar la recurrencia

del cancer.

6n de la piel y dolor/ardor
en la piel donde se aplico la
radiacion, y en ocasiones

ampollas o descamacion.

Terapia
sistémica

Terapia que puede ser aplicado de manera oral o intravenosa.

Puede ser de tres tipos: Quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida.

Quimioterapia

Farmacos
destruir a las células
cancerigenas, los

cuales actian al

para

Puede aplicarse
previo a la cirugia
para ayudar a

disminuir el tamafo

Los efectos dependen de la
persona, de los farmacos
administrados, del programa

y las dosis utilizadas.
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inhibir su capacidad

del  tumor 0

Entre los efectos secundarios

para proliferar y posterior a esta para
o . . podemos encontrar fatiga,

dividirse evitar  recurrencia
. riesgo de infeccién, nauseas

del cancer
y vOmitos, caida del cabello,
pérdida de apetito y diarrea.

Terapia hormonal Tamoxifeno: Tratamiento eficaz Sofocos, sequedad,
(terapiaendocrina) Medicamento gue para la mayoria de secrecion 0  sangrados

bloqguea al estrégeno
e impide su fijacion a
las células de cancer

de mama.
Inhibidores de la
aromatasa (1A):
Disminuyen la
cantidad de
estrogenos

producidos por los

tejidos que no son de
los ovarios en las
mujeres

postmenopausicas al
bloquear la enzima

aromatasa.

los tumores que
presentan un
resultado  positivo

para los receptores
de estrogenos o

progesterona

vaginales; riesgos muy raros

de padecer cancer de la
pared inferior del dtero,
cataratas y coagulos

sanguineos.

Dolor articular y muscular,

sequedad vaginal, un mayor

riesgo de  osteoporosis,
fracturas de huesos vy
aumento en los niveles de
colesterol.

Terapia dirigida

Tratamiento que esta dirigido contra los genes o las proteinas especificas

del cancer, o las condiciones del tejido que contribuyen al crecimiento y la

supervivencia del cancer.

Terapia dirigida contra

Tratamientos

Los efectos secundarios
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HER2: Inhibicién de la focalizados distintos dependen de cada persona y
proteina que participa a la quimioterapia. de los medicamentos
en el crecimiento Ayudan a bloquear administrados y sus
descontrolado de las el crecimiento y la concentraciones.
células cancerosas. diseminaciéon de las

células cancerosas

y, a lavez, limitan el

dafio a las células

sanas.
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El enfoque mas prometedor para predecir la respuesta a la terapia probablemente
involucra una combinacion de biomarcadores que sean facilmente cuantificables,
traducibles en mudltiples plataformas de evaluacion y, lo mas importante, que sean
reproducibles. Los miRNAs se han propuesto como posibles biomarcadores en
pacientes de cancer de mama debido a que son moléculas que son facilmente
detectables. Recientemente, perfiles de miRNAs han sido evaluados para mejorar
la clasificaciébn de los pacientes con cancer de mama como respondedores y no

respondedores a las terapias con prometedores resultados (Bartel DP, 2009). .

7. Los microRNAs y su desregulacion en cancer

Los miRNAs son secuencias cortas de RNA no codificantes que presentan una
longitud de 20 a 24 nucledtidos (Wang S, y col, 2009). Los miRNAs pueden ser
expresados de manera tejido especifica (Zou C, y col, 2012) y se encargan de la
regulacion postranscripcional de la expresion genética en un gran numero de
procesos celulares clave como proliferacion, diferenciacién, apoptosis,
metabolismo y en la respuesta inmune (Jansson M. and Lund A, 2012.). La forma
en la que acttan los miRNA en la regulacion de la expresion de una proteina, es
mediante la unidén de estos en la region 3' UTR del RNAm del gen blanco. Los
miRNA contienen una secuencia que se denomina “regién semilla” la cual consiste
de 6-8 nucleétidos que se unen a una secuencia complementaria del RNAm a la
cual se unen, dependiendo del grado de homologia con la region 3'UTR de la
secuencia blanco, los miRNA pueden inducir la represion transcripcional o
degradacion del RNAm. En general el potencial de los miRNAs sobre la regulacién
genémica es enorme, se ha estimado que mas del 60% de los RNAmM se
encuentran bajo el control de los miRNAs (Jansson MD, y col, 2012). Sin embargo
la desregulacién de su expresion tiene efectos negativos en el crecimiento normal
de las células, lo cual puede contribuir con el desarrollo de enfermedades como
diabetes, desordenes inmuno o neurodegenerativos y cancer. En particular, en

cancer, una aberracién en los niveles de expresion de los miRNAs se ha asociado
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con el comienzo y progresion de diferentes tipos de cancer (Bertoli, G, et al,
2015).

Existen mdiltiples reportes que indican que algunos mMIRNAs se encuentran
aberrantemente expresados en pacientes con cancer de pulmén, préstata, ovario,
mama, colorrectal, entre otros (Ng EK, y col, 2013). Existen factores los cuales
pueden provocar una desregulacion de los miRNAs en cancer, generalmente esto
puede ser debido a que sus genes se encuentran localizados en regiones
genomicas las cuales son inestables en cancer, en estas regiones es comun
encontrar deleciones, mutaciones, silenciamientos epigeneticos (una aberrante
metilacion del ADN y modificaciones en las histonas) y/o alteraciones en el
procesamientos de los miRNAs son algunos de los factores que causan una
desregulacion de los miRNAs en cancer debido a que pueden afectar la sintesis
de los miRNAs primarios, su procesamiento 0 maduracion o su interaccion directa
con sus RNAs mensajeros blanco (Letelier P, y col, 2014). Muchos miRNAs son
unicos y diferencialmente expresados en ciertos tipos de cancer comparados con
el tejido normal, actualmente se han considerado estos perfiles de expresion como
marcadores pronosticos para esta enfermedad (Donzelli S, y col, 2015). Algunos
de los miRNAs mas estudiados debido a que se ha descrito que presentan una
expresion aberrante en cancer y los cuales contribuyen a su desarrollo son let-7,
miR-21, vy la familia del miR-34 (Wang S, y col 2009). Muchos miRNAs se
encuentran bajo investigacion como indicadores de un posible pronéstico y
diagnéstico, asi como objetivos terapéuticos y biomarcadores en subtipos de

cancer (Letelier P,y col, 2014).

7.1 Procesamiento de los miRNAs

Los miRNAs son transcritos de genes individuales que contienen su propio
promotor o intragénicos de porciones de genes codificantes de proteinas. Los
mMiRNAs son transcritos por la RNA Polimerasa II como pri-mrRNA, los cuales
son reconocidos por un mini complejo de procesamiento que contiene a una
enzima RNAsa de tipo Il lamada Drosha, la cual corta el transcrito primario y lo
libera en una estructura de tallo y burbuja llamado pre-miRNA el cual

27



subsecuentemente es transportado hacia el citoplasma por la exportina 5 (XPO5).
Una vez en el citoplasma, un complejo de proteinas las cuales incluyen a la
RNAsa Dicer y a la proteina TAR de uniéon a RNA (TRBP) las cuales se encargan
de cortar el pre-miRNA para producir una cadena sencilla de miRNA madura; que
posteriormente se incorpora dentro del complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC), el cual incluye otras proteinas como AGO2 y GW182. El miRNA
maduro induce el silenciamiento de los genes a nivel postranscripsional por la
unién del complejo RISC a una secuencia particular y la cual es complementaria al
miRNA la cual se encuentra en la region 3° UTR del RNAm. Un solo miRNA puede
tener como blanco a cientos de RNAmM, por tanto, una expresion aberrante de un
mMiRNA puede afectar a una multitud de transcritos y puede influir profundamente

en vias de sefalizacion relacionadas al cancer (Bertoli, G, y col, 2015).

7.2 MicroRNAs asociados a la RPC en cancer

Los miRNAs se han propuesto como posible biomarcadores en pacientes con
cancer de mama; debido a que pueden ser facilmente detectados en diferentes
tipos de muestras, desde tumores (miRNAs no circulantes), asi como en sangre,
plasma, suero y saliva. Los miRNAs son muy confiables y se encuentran
protegidos de la actividad de RNAsas, gracias a que se encuentran unidos a
lipoproteinas como lipidos de alta densidad (LAD), la proteina argonauta 2
(AGO2), o embazados en microparticulas como exosomas, microvesiculas y
cuerpos apoptoticos. Estas caracteristicas les permiten ser analizados para el
diagndstico, prondstico y prediccion de resultados terapéuticos en pacientes con
Céancer de Mama (Bertoli, G., y col, 2015).

En las pasadas décadas la mayoria de los estudios se han enfocado en encontrar
posibles indicadores para el diagnéstico y prondstico ante una posible respuesta
0 resistencia ante un tratamiento quimioterapéutico en cancer de mama (Ng EK, y
col, 2013).
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Tabla 4. Principales beneficios de la quimioterapia neoadyuvante (modificada de Sahoo

S, y col, 2009).

Permite una

evaluacion in vivo

de los pacientes:

La respuesta o no respuesta del cancer puede ser determinada en
pacientes individuales. En estos estudios se pueden comparar a
los pacientes que no responden de aquellos que tienen una buena
respuesta clinica, estos tratamientos han permitido identificar
libre de

enfermedad a largo plazo y la supervivencia global. Aquellos

factores que permiten asociar una supervivencia
pacientes que logran una respuesta patoldgica completa (RPC), es
decir, aquellas que no presentan carcinoma invasivo residual en el
seno ni en los ganglios linfaticos, tienen un prondstico excelente. La
informacion sobre la respuesta puede ser utilizada para modificar o
cambiar el tratamiento para los pacientes cuyos carcinomas

muestran poco o ningun cambio después del tratamiento inicial.

Permite hacer una
evaluacion de la
respuesta tumoral
valoracién a corto
los

plazo para

ensayos clinicos:

Después de que un carcinoma de mama es extirpado
quirargicamente, el siguiente ensayo final para un ensayo clinico es
la recidiva o la muerte. Sin embargo estos eventos pueden no
ocurrir por muchos afios e incluso décadas. Ademas si un paciente
responde favorablemente, no se puede determinar si sus resultados
son debido a la efectividad del tratamiento sistémico o debido a que
el carcinoma fue totalmente removido por la cirugia. La respuesta
tumoral proporciona informacion clinica importante en cuestion de
meses, lo cual puede permitir hacer una evaluacion mas rapida de

nuevos tratamientos con menos pacientes.

Permite mantener
una mayor
del

seno después de

conservacion

En la mayoria de los estudios de QNA, la mayoria de los tumores
se reducen en tamafio y algunas mujeres son capaces de conservar

su mama en lugar de requerir la mastectomia.
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la extirpacion

quirdrgica:

Permite  analizar
muestras de tejido
para evaluar la

respuesta tumoral:

En muchos ensayos, las muestras de tejido son colectadas antes,
durante y después del tratamiento. Las cuales son poderosas
herramientas de investigacion para identificar técnicas que ayuden
a predecir la respuesta tumoral, asi como para el entendimiento de
como y porque los tumores responden a la terapia. Estos estudios
pueden ayudar a identificar perfiles de expresion de genes

asociados con la respuesta tumoral.

Permite identificar
cambios
patolégicos en los
tumores después
del tratamiento:

Aunque existen multiples combinaciones de agentes terapéuticos
usados en la QNA, generalmente se observan cambios similares en

la mayoria de los carcinomas después de un tratamiento.
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Actualmente, se han desarrollado diferentes estudios en los cuales se analiza el
valor predictivo de los miRNA como posibles indicadores de una Respuesta
Patolégica Completa, asi como aquellos que indican la no respuesta en las
pacientes (Tabla 2). En algunos casos se evalla el posible mecanismo molecular
que ayuda a entender el por qué los pacientes estan respondiendo a la terapia; la
hipotesis de estos estudios es que una expresion diferencial de los miRNAs
podria ayudar a detectar aquellos que de algin modo regulan la expresion de
genes implicados en la muerte o supervivencia de las células tumorales después
de dafios causados por la quimioterapia o la radiacion (McGuire A, y col, 2015).

Un reto importante en la oncologia médica es identificar las caracteristicas
relacionadas con los pacientes o el tumor responsable de la respuesta a farmacos
convencionales o especificos. Experimentos in vitro sugieren que varios miRNAs
pueden afectar la sensibilidad de diferentes lineas tumorales humanas a agentes
quimioterapéuticos (Hummel R, y col, 2010). Al realizar una busqueda bibliografica
encontramos dos miRNAs los cuales estan fuertemente asociados con cancer
ambos funcionando como supresores de tumores. Skkiner D, y col, reportaron
que una sobre expresion del miR-145-5p esta asociada a un buen pronéstico ante
la quimioterapia neoadyuvante en cancer nasofaringeo. Estudios emergentes
indican que el miR-145-5p puede actuar como un supresor de tumores, ya que
este se encuentra reprimido en diferentes tipos de cancer, entre ellos podemos
mencionar pulmén, prostata, mama, colon, higado, entre otros, actualmente
algunos estudios evallan la posibilidad de utilizar este miRNA como un posible
indicador de la respuesta patolégica completa asi como un posible blanco

terapéutico (Eades, G, y col, 2015).

6.3 El miR-145-5p y su funcién en cancer

El miR-145-5p deriva de una secuencia gendémica de 4.09 kb del cromosoma 5 en
la region 5932-3, la cual se encuentra adyacente a la region 5q31.1 la cual es

conocida por ser un sitio fragil en el genoma humano (Cui SY, y col, 2014).
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Figura 4. Proceso de biogénesis de los miRNA El procesamiento de los
miRNAs comienza en el nicleo donde son transcritos por la DNA polimerasa Il la
cual genera un miRNA-primario el cual es reconocido por la RNAsa Drosha, este
pri-miRNA es reconocido por la Exportina 5 y enviado hacia el citoplasma, donde
otra RNAsa denominada DICER el cual lleva a cabo el procesamiento del pir-
MIiRNA, finalmente este es reconocido por el complejo de silenciamiento inducido
por RNA o RISC para llevar a cabo la represion de sus RNA mensajeros blanco
(Tomado de Bertoli y col,2015).
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Diferentes estudios indican que el miR-145 es un potente supresor de tumores, ya
que regula negativamente procesos celulares como la proliferacion, ciclo celular,
metastasis, apoptosis, invasion vy diferenciacion, en diferentes lineas celulares
de cancer, también se ha encontrado que su sobre expresion en algunas de estas
lineas es capaz de inhibir su proliferacion (Zhang J, y col, 2013). Mdltiples estudios
han mostrado gue una baja expresion del miRNA-145-5p es caracteristica en
diferentes tipos de cancer; esta baja expresion se mantiene durante el desarrollo
del tumor y se considera que esto puede contribuir para que las células
cancerigenas mantengan su transformacion oncogénica y una proliferacion
descontrolada (Noh JH, y col, 2013). Estudios en los cuales se analizo a expresion
del miR-145 han descrito que su represién se relaciona con un peor prondstico en
muchos tipos de cancer, resistencia a la quimio y radio terapia indicando asi que
puede funcionar como un potencial biomarcador y un atractivo objetivo para la

terapia contra el cancer (Donzelli S, y col, 2015).

El miR-145 es capaz de inducir apoptosis mediante la regulacion negativa de
blancos como RTKN en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Wang S, y col,
2009). El miR-145 tiene como posibles blancos a factores de transcripcion
asociados a la pluripotencia como OCT4, SOX2, y KLF4 los cuales son clave en la
regulaciéon de las células madre humanas los cuales estdn asociados a la
resistencia a la quimioterapia(Ng EK, y col, 2013). La sobre expresion del miR-
145 es capaz de inhibir el crecimiento de las lineas celulares HeLa y en carcinoma

de células escamosas de cabeza y cuello (Wang S,y col, 2009).

6.4 El miR-145 y su asociacién con el cancer de mama

Como se menciond anteriormente el miR-145 se encuentra en un sitio fragil del
genoma y se ha descrito deletado en 11% de los casos de cancer de mama
esporadico, esto puede ser una de las razones de su baja expresion en este tipo
de cancer (Wang S, y col, 2009). El miR-145 tiene un papel muy importante en
cancer de mama debido a que existen mdltiples lineas de evidencia las cuales han
mostrado que existe una correlacién inversa entre su expresion y el grado tumoral,
tamafio de tumor y el indice de proliferacion Ki-67 (Spizzo R, y col, 2010).
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tipos de cancer

Tabla 5. MicroRNAs asociados a respuesta a la quimioterapia neoadyuvante en diversos

MiRNAs N Estudio Régimen Bibliografia
Neoadyuvante
RPC: miR-21-5p, miR- 16 mMiRNAs como marcador 5-Fluorouracilo y Miranda, C., y
1246, miR-1290 -3p predictivo a radicacion col, 2014.
quimioterapia
No-RPC: miR-205-5p. neoadyuvante en
céncer rectal
RPC: miR-16, miR-153 y 12 miRNAs como Quimio radiacion Elraisheid, A.,
590-5p predictores de y col, 2013.
respuesta a la quimio-
No-RPC: miR-519¢-3p vy radioterapia en cancer
miR-561 rectal.
RPC: Let-7e, miR-196b, 8 miRNAs asociados ala 5-Fluorouracilo Sowboda, M,
miR-450a, miR-450b-5p, respuesta radiacion y col, 2012.
miR-99 neoadyuvante en
céncer rectal
No-RPC: miR-215, miR-
190b, miR-29b-2
RPC: miR-1183, miR- 38 mMiRNAs especificos  capecitabina Scarpati, G.,
483-5p, miR-622, miR- correlacionados con oxaliplatino y col, 2011.
125a-3p, miR-224-5p, respuesta patoldgica
miR-188-5p, mIiR-1471, completa en céancer
miR-6715p, miR1909, rectal avanzado
miR130 y miR-765.
No-RPC: miR1274b vy
miR720
RPC: miR-505, miR-99b, 65 miRNAs asociados a 5-flurouracilo, Skkiner D, y
miR-451 y miR-145 RPC en cisplatino col, 2014.
adenocarcinoma eso radiacion
faringeo
miR-7 y miR-340 64 El miR-7 y el miR- 340 Epirubicina, Raychaudhuri
predicen la respuesta a placlitacel, , M., y col
la terapia neoadyuvante ciclofosfamida 2017.
en cancer de mama. docetaxel.
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Spizzo R, y col, describi6 que el miR-145 inhibe la proliferacion e induce
apoptosis de células de cancer de mama a través de la activacion de la via de
TP53 reduciendo la expresion de los receptores de estrogeno-aRE). Se
proporciona evidencia de una correlacion inversa entre la expresion del miR-145
con el grado del tumor y tamafio asi como con el indice de proliferacion KI76.
Hong, Z., y col, 2016 por otro lado describe el rol inhibidor del miR-145 en la
migracion en células de cancer de mama, en este estudio se describié que una
sobre expresion del miR-145 inhibe la transicién epitelio mesénquimal mediante la
interaccion de miR-145 y FSCN-1.

En otro estudio, Enders K, y col, 2015 demostraron que los niveles del miR-145 y
el miR-451 en plasma sanguineo se encuentran reprimidos en pacientes de
cancer de mama, por lo que ellos proponen que el miR-145 podria funcionar como
un biomarcador temprano de la enfermedad. Por otro lado el miR-145 ayuda en la
sensibilizacion de los tumores ante la quimio y radio terapia y una combinacion del
miR-145 junto a quimio o radioterapia pueden representar una nueva estrategia
antitumoral. Se ha descrito que el tratamiento con el miR-145 inhibe el
crecimiento de cancer gastrico e incrementa su susceptibilidad a fluroracilo (5-
FU). También se ha descrito que el miR-145 es capaz de sensibilizar hacia otros

medicamentos moleculares dirigidos como el Gefitinib y el Vemurafenib.

Otra investigacién de Eades G, y col, 2015 reportdé que el miR-145 se encuentra
reprimido en diferentes lineas celulares de cancer de mama tanto Luminal como
triple negativo (MCF7, HSA578 Y MDA-MB-231), al hacer comparaciones con
otros estudios, se encontrd que el miR-145 se encuentra fuertemente reprimido en
pacientes con CMTN. Se demostré que el miR-145 inhibe la migracion de las
células de cancer de mama triple negativo. Zou, C, y col, también describié que el
miR-145 se encuentra reprimido en CMTN vy puede funcionar como un como un
posible predictor de diagnéstico asociado a la angiogénesis y los estados de
malignidad; proponen su uso como un posible uso terapéutico en cancer de

mama.
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Estos estudios han demostrado que el miR-145 puede ser analizado como posible
biomarcadores para conocer si un paciente responde 0 no a la quimioterapia
neoadyuvante asi como evaluar un posible blanco que pueda responder el por qué
estas pacientes responden ante la terapia y de este modo proponer si estos
mMiRNAs pueden funcionar como agentes terapéuticos teniendo como objetivo el
posible blanco que encontremos. La via de sefalizacion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), ha sido asociada con la resistencia a la quimioterapia
de manera interesante el miR-154 tiene como blanco a proteinas importantes que

participan en esta via de sefalizacion.

8. El receptor TGFBR2y su asociacion con el desarrollo de cancer

La via de factor de crecimiento transformante TGFB est4 involucrada en una
amplia gama de procesos fisioldgicos y patologicos, los cuales incluyen el arresto
en el ciclo celular, arresto en las células epiteliales y hematopoyéticas, control de
la Transicion Epitelio Mesenquimal (TEM), proliferacion y diferenciacion celular,
cicatrizacion, produccion de matriz extracelular e inmuno supresion. Los
receptores de TGF-f3 son expresados en todos los tejidos y se ha encontrado que
la activacion de estas vias ha sido asociada con el desarrollo y progresion de
multiples enfermedades como céncer, asma, enfermedades autoinmunes vy
cardiovasculares. En cancer se ha descrito que participa en procesos asociados a
la carcinogénesis como la migracién y la resistencia a la apoptosis. Los receptores
de TGBF son expresados en todos los tejidos, como se menciond la activacion de
estas vias de sefalizacion juegan un papel importante en las enfermedades
humanas, mientras que la perdida de la funcion ha sido implicada en desordenes
hiperproliferativos, formacion de tumores, inflamacién, y enfermedades
autoinmunes, la ganancia de la funcién lleva a la inmunosupresion y metastasis
tumoral (Jean-Jacques L, 2008). La cascada de sefializacion de TGF-B (Figura 4)
se inicia cuando el ligando de TGF-B se une al receptor de TGFBR de tipo dos
TGFBR2, el cual a su vez recluta y fosforila al receptor TGFBR1. La fosforilacion

de TGFBR1 entonces fosforila a SMAD2 y SMADS, las cuales forman un complejo
36



junto con SMAD4. El complejo de SMAD es transportado hacia el nicleo, donde
junto con otros factores de transcripcion y co-factores regularan la transcripcion de

sus genes blanco (Bostrom AK'y col, 2013).

La via de TGF-B tiene roles contradictorios en el proceso de tumorogenesis, en
estadios tempranos actla como un supresor de tumores mediante la activacion de
inhibidores del ciclo celular y activadores de la apoptosis. Sin embargo a medida
que el tumor progresa estos efectos son evadidos y TGF-B participa en
promoviendo el desarrollo del tumo a través de la estimulacion de la transicion
epitelio mesenquimal (TEM), adhesién celular, migraciébn e invasion,
quimioatraccion y metastasis tumoral, una sobre expresion de TGF- se observa
en tumores mAas agresivos y altamente metastasicos. A medida que crecen y
progresan los tumores, generalmente producen y secretan una gran cantidad de
TGF-B autocrino el cual es liberado en los alrededores del tumor, haciendo al
tumor mas agresivo y mas propenso para la diseminacion. El incremento de los
niveles de TGF-B no solo afecta a las células tumorales, también ejerce un efecto
en las células vecinas, como las células estromales en las cuales se produce la
inhibicion de la adhesion celular, induciendo la inmunosupresion y estimulando la
angiogénesis, asi como la degradacion de la matriz extracelular lo cual promueve
el proceso de metastasis (Chapnick DA y col, 2011). TGFB es capaz de inducir la
invasion por la Transicion Epitelio Mesenquimal a través de vias de sefializacion
de las proteinas SMAD (Kim S y col, 2016).

Se ha descrito que los ligandos de TGF-B a menudo se enriquecen en el
microambiente tumoral del cancer de mama triple negativo y pueden ser
producidos por células tumorales o por células estromales o inmunitarias
asociadas a tumores. Estos datos sugieren la posibilidad de que la via de TGF-B
esté involucrada en el mantenimiento de las células madre de cancer de mama.
En carcinomas de células renales, una sobre expresion de TGF-f3 se ha asociado
con un peor pronostico, y su inhibicion se ha asociado con un decremento de su
capacidad invasiva (Bostrétm AK y col, 2013).
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Figura 5. Cascada de sefializacion de TGF-B. La cascada inicia cuando el
ligando de TGF-B se une al receptor de TGFBR de tipo dos TGFBR2, el cual a su
vez recluta y fosforila al receptor TGFBR1. La fosforilacion de TGFBR1 entonces
fosforila a SMAD2 y SMAD3, las cuales forman un complejo junto con SMADA4. El

complejo de SMAD es transportado hacia el nlcleo, donde junto con otros factores
de transcripcion y co-factores regularan la transcripcion de sus genes blanco
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Ma X y col, 2012 describen la existencia de una variacion genética del gen de
TGF-B el cual confiere susceptibilidad para desarrollar cancer de mama en
mujeres asiaticas. Bola NE y col, 2013 , sugieren que los tratamientos de
quimioterapia anticancerosa en combinacion con antagonistas sistémicos de
sefalizacion de TGF-B, inhibidores de cinasas de molécula pequefa o anticuerpos
terapéuticos, deberian limitar las recurrencias de tumores de mama basales
después de la quimioterapia y, como resultado, mejorar el resultado de los
pacientes con este subtipo de cancer de mama Kim S, y col, 2016 describen la
importancia de TGF-B como un posible blanco terapéutico al utilizar silbinina para
inhibir la invasion de células cancerigenas de cancer de Mama Triple Negativo por
la baja expresion de TGF-B) Ademas, encontramos que los niveles de expresién
de TGF-B2 aumentaron significativamente en las células TNBC en comparacién
con las células que no son triple negativo. Por lo tanto, demostramos que la
expresion aberrante de TGF-B2 puede afectar directa o indirectamente la motilidad
de las células triple negativo, lo que da como resultado un mal pronostico (Kim S 'y
col, 2016.

Se ha descrito que el bloqueo de la via de sefializacion de TGF- por medio de
anticuerpos monoclonales o inhibidores del receptor de TGF-B suprime la
metastasis hacia pulmén o hueso del cancer de mama (Padua D, y col, 2008). La
supresion de TGF-B en la linea celular de MCF-7 de cancer de mama disminuye
su capacidad proliferativa (Sun L y col, 1994). La sefializacion de TGF-B es
necesaria para la invasion de células de cancerigenas y metastasis durante la
tumorigénesis en etapas tardias. Ademas, TGF-3 promueve la progresion tumoral
mediante la supresion de respuestas inmunes antitumorales. Finalmente, TGF-3
es un inmunosupresor altamente potente y aumenta significativamente en el
plasma de pacientes con cancer de mama metastasico que responden al
tratamiento con tamoxifeno en comparacion con muestras de pacientes que no lo

hicieron (Kopp Ay col, 1995).
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9. Justificacion

El cadncer de mama es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo, siendo en México la primera causa de muerte por cancer en mujeres. El
cancer de mama triple negativo es el mas agresivo y se ha asociado con baja
sobrevivencia, sin embargo presenta una mayor respuesta patoldgica completa
ante nuevos regimenes de quimioterapia neoadyuvante. Cambios en la expresién
del miR-145 pueden servir como un predictor de la respuesta patolégica completa,
asi mismo el analisis de su funcion permitira conocer mejor los mecanismos

moleculares que ayuden a entender la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.
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10. Hipotesis

Los niveles de expresion del miR-145 podrian ser Utiles para clasificar
clinicamente a las pacientes que responden y no responden a la quimioterapia en
cancer de mama triple negativo localmente avanzado. El miR-145 participaria en

los mecanismos involucrados en la respuesta celular a la quimioterapia.
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11. Objetivos

11.1 Objetivo general

Evaluar la expresion del miR-145 y su funcidon en algin proceso asociado a la

respuesta patoldégica completa en cancer de mama triple negativo localmente

avanzado.

11.2 Objetivos particulares

1. Analizar la expresion del miR-145 en pacientes con respuesta patologica

completa (RPC) y sin RPC a la quimioterapia neoadyuvante.

2. Predecir los blancos potenciales del miR-145 e identificar aquellos involucrados

en los mecanismos celulares asociados a la RPC a la terapia neoadyuvante.

3. Validar un potencial gen blanco del miR-145 implicado en los procesos celulares

asociados con la RPC a la terapia neoadyuvante.
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12. Estrategia experimental

Objetivo 1

Obtencion de muestras de
CMTN antes detratamiento
neoadyuvante

EEH[ETS
L

[ Extraccion de ARN total ]

(FFPE)

Analisis de expresion relativa
del miR-145 (-2AACt)

l

Asociacion de |a expresion del
miR-145ala respuestaala
terapia(Kaplan Maier)

Objetivo 2

Busqueda de genes blancos

potenciales del miR-145
(Targetscan,miRwalk,
miRbase. )

Analisis de las posibles vias
afectadas por el miR-145
(DavidBioinformatics)

-

Identificacion de genes
blancos asociadosconla
RPC

Objetivo 3

Anélisis de expresion del
miR145 en la lineas celulares

de cancer de mama
(QRT-PCR)

Sobre expresion del miR-145
in vitro
(Lipofectamine 2000)

Ensayos fenotipicos :

*Proliferacion  celular  (MTT
assay)

*Apoptosis (Anexin V)

l

Validacion de la expresion del
gen blanco
(Western Blot)
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13. Metodologia
13.1 Seleccién de muestras

Se colectaron muestras de tumores de mama fijados en formalina y embebidos en
parafina de mujeres que fueron diagnosticadas con cancer de mama triple
negativo antes de recibir un tratamiento neoadyuvante, en el cual consistié de
placlitaxel y doxorubicina, los cuales nos fueron proporcionados por la Fundacion
de Cancer de Mama (FUCAM). De acuerdo a las caracteristicas clinicas
observadas después del tratamiento, las pacientes fueron divididas en dos grupos:
aguellas que presenten una respuesta patoldgica completa (PCR) y las que no
presenten una respuesta patoldogica completa (no-PCR), teniendo en
consideracion que RPC se define como la ausencia de cancer invasivo en la

mama.
13.2 Criterios deinclusién

En el estudio fueron incluidas: Mujeres mexicanas que aceptaron y firmaron un
consentimiento informado, las cuales presentaron un diagnodstico de cancer de
mama triple negativo localmente avanzado. Las biopsias tumorales contaron con
mas del 80% de células cancerigenas (celularidad). Se recopild una historia clinica
completa de las pacientes en la cual se recolectaron datos como: edad, estadio
clinico, histologia y recurrencia, entre otros.

13.3 Criterios de exclusion

Las pacientes que fueron excluidas del estudio, fueron aquellas que presentaban
antecedentes de cancer hereditario y pacientes con carcinoma ductal invasivo

bilateral (hereditario).

13.4 Criterios de eliminacion de las muestras

De las muestras analizadas se eliminaron aquellas biopsias de las cuales que no

se obtuvo la cantidad suficiente de RNA para realizar los analisis.
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13.5 Extraccién de ARN total a partir de muestras embebidas en parafina

La extraccion de ARN total de las biopsias en parafina se realiz6 utilizando el kit
RNeasy FEEP Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Para ello se
utilizaron los cortes de las muestras de tejido (cinco cortes de 20um), los cuales
fueron colocados en tubos eppendorf de 1.5mL a los cuales les fue agregado 1mL
de Xileno, posteriormente se les dio un vortex durante 30 segundos. Los tubos se
metieron a incubar a 63°C durante 1h en el Termoblock. Terminado el tiempo de
incubacion, el xileno fue extraido de cada tubo por medio de pipeteo. Se repitieron
los dos pasos anteriores pero esta vez sin aplicar un vortex a los tubos.
Nuevamente se extrajo el xileno por medio de pipeteo y se realizaron dos lavados
con 1mL de etanol absoluto mezclando la muestra por medio de inversién en
cada uno. Se retird el etanol por medio de pipeteo y los tubos se metieron a
incubar a 63°C durante 10minutos para lograr la evaporacion del etanol
completamente. Una vez que se observd la evaporacion del etanol, se
adicionaron 150uL de Buffer de lisis PKD a cada tubo, posteriormente se les dio
un vortex durante 30 segundos. Inmediatamente se agregaron 10ul de proteinasa
K a cada tubo y se mezclé6 mediante pipeteo. Los tubos se metieron a incubar a
56°C durante 15 minutos y se les dio un vortex cada 5 minutos durante el tiempo
de incubacion. Una vez terminado el tiempo de incubacién los tubos se pasaron al
Termoblock donde se dejaron incubando 15 minutos a una temperatura de 80°C.
Terminado este tiempo de incubacion se colocaron los tubos en hielo durante 3
minutos, pasado los 3 minutos los tubos se centrifugaron a 13,500rpm durante

15minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante fue recuperado de cada tubo y se pas6 a un tubo eppendorf
nuevo de 1.5ml para cada muestra. A cada tubo nuevo que contenia el sobre
nadante recuperado se le adicionaron 20uL de DNAse Booster Buffer, la solucion
se mezcld por pipeteo e inmediatamente se les adiciono DNAsa Stock y todo fue
mezclado por pipeteo, posteriormente se dejaron incubando los tubos durante

15min a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacion se adicionaron
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320uL de Buffer RBC y se mezclo por pipeteo. Posteriormente se adicionaron
720uL de etanol (grado biologia molecular) y se mezclé por pipeteo. La solucion
fue transferida a una columna RNeasy Mini Elute Spin, la cual fue colocada dentro
de un tubo Eppendorf de 1.5mL para cada muestra, los tubos fueron centrifugados
a 10,000rpm durante 1minuto a temperatura ambiente. Se repitieron los dos
pasos anteriores hasta pasar completamente toda la muestra por la columna. Una
vez pasada toda la muestra fueron adicionados 500uL de Buffer RPE por cada
columna y estas se centrifugaron a 10,000rmp durante 15 segundos. Se repitid
el paso anterior colocando 500ul de Buffer RPE a cada columna pero en esta
ocasion se centrifugo a 10,000rpm durante 2 minutos. Se colocaron las columnas
en un tubo nuevo y estos fueron centrifugados a 10,000rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Las columnas fueron colocadas en tubos Eppendorf
nuevos de 1.5ml y se le adicionaran 20l  de agua libre de RNAsas a cada una
de ellas. Los tubos se centrifugaron a 10,000rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Las muestras se cuantificaron en el nanoDrop y finalmente fueron
almacenadas a -80°C.

13.6 Ensayo de gRT-PCR para las muestras de pacientes con RPC y no-RPC

Para llevar a cabo el andlisis de la expresion del miR-145 en las pacientes con
respuesta y no respuesta, se llevd a cabo la sintesis de cDNA a partir del RNA
total extraido de las biopsias embebidas en parafina vy fijadas con formalina. Para
ello se utilizaron sondas stem-loop RT(Applied Biosystem) especificas para el
miR-145 y para el RNU-44 utilizado como nuestro control, se realizd una mezcla la
cual contenia 50ng de RNA total, 3ul de primers RT, 0.2 ul de dNTPs (100mM) a
una concentracion final de 20mM, 1 ul de transcriptasa reversa MultiScribe
(50U/ ul) (ThermoFisher), Buffer RT 10X a una concentracion final de 1X, 0.2 ul de
inhibidor de RNAsa (20U/ pul), MgCl> (25mM) a una concerntracion final de 22.5mM
y agua libre de RNAsas, el volumen final de la reaccion fue de 20 pl. La reaccion

se llevd a cabo en un termociclador GeneAMp system 9700 (Applied Biosystem)
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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 realiz6 una PCR tiempo real por medio de
sondas TagMan, por lo cual en una placa de 96 pozos se mezclaron 1.33pl del
producto de la Retro transcripcion, 10ul de TagMan Universal PCR Master Mix 2X
(Applied biosystem) a una concerntracion final de 1X, 1ul de la sonda especifica
TagMan small RNA Assay 20X a una concentracion final de 1X y agua libre de
nucleasas, el volumen final de la reaccion fue de 20yul. La reaccion de llevo a cabo
en el 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 segundos. Para el andlisis de los resultados se utiliz6

el método de ct (-2AAct) utilizando como normalizador la expresion del RNU44.

13.7 Manejo de la linea celular MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 las cual corresponde a una linea celular de cancer
de mama triple negativo fue cultivada en cajas de cultivo y se utilizo medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gluta-Max 1, bajo en glucosa y
glutamina (Gibco, Life Technologies) suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10% V/V (Gibco, Life Technologies) y antibioticos (penicilina/estreptomicina).
Las células se mantuvieron durante su mantenimiento en la incubadora a una

temperatura de 37° C y con una atmosfera de 5% de CO,.

13.8 Mantenimiento de las lineas celulares MDA-MB-231, SKB3, MCF7y BT20

Para el mantenimiento de las lineas celulares se realizaron subcultivos, para esto
fue necesario hacer el retiro del medio de cultivo, se realizaron de dos a tres
lavados con Buffer Sulfato Salino (PBS) 1x a un pH de 7.0. Posteriormente, se
agreg6 PBS 1X-EDTA 1X 6.8 mM a un de pH 7 a la cual se le adicionaron 64l de
Tripsina por cada 1.5m de PBS-EDTA, la solucion se distribuyd en las células

mediante movimientos suaves oscilatorios, la caja fue colocada dentro de la
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incubadora donde permanecié durante 5 minutos a 37°C. Después de los 5
minutos de incubacion con tripsina la caja se observo bajo el microscopio para
corroborar que las células se hayan despegado completamente. Posteriormente a
la caja se le agregaron 2ml de suero DMEM para inactivar el efecto de la tripsina.
La solucidn de la caja se recuperd y se paso a un tubo falcon de 15ml el cual se
meti6 a centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C.
Pasado este tiempo se retiré el sobrenadante y a las células contenidas en el tubo
se les adiciono 1ml de medio de cultivo, posteriormente la solucién se
resuspendié por pipeteo, una vez hecho esto, la solucion de células con medio

de cultivo se distribuyeron en una caja de cultivo nueva.

13.9 Extraccion de RNA de las lineas celulares MCF-10A, BT20, MDA-MB-231,
MCF-7y Skb3 de cancer de mama

Para conocer el nivel de expresion del miR-145 en las diferentes lineas celulares
de céancer de mama, se llevd a cabo la extraccion de RNA total de un cultivo de
células en placas de 6 pozos. Las células fueron sembradas como se indica en el
apartado anterior y se colocaron en la incubadora durante 12 horas. Pasado el
tiempo de incubacion a cada pozo se le adicionaron 500l de Trizol Reagement
(Ambion), se incubd la placa durante un minuto y posteriormente, se recupero en
un tubo ependorf de 1.5mL, al tubo se le adicionaron 300ul de cloroformo, la
solucion fue mezclada por medio de inversidon de 2 a 3 veces, el tubo fue incubado
durante tres minutos a temperatura ambiente pasado el tiempo, el tubo se metié a
centrifugar a 12000rpm a 4°C durante 15 minutos, pasado el tiempo de
centrifugacion se tomo la fase acuosa y esta se paso a un tubo eppendorf nuevo
de 1.5mL, a este tubo se le adicionaron 800ul de isopropanol para precipitar el
RNA vy se mezclo por inversion de 2 a 3 veces, el tubo se dej6é incubando durante
10 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion el tubo se
meti6 a centrifugar a 12000rpm a 4°C durante 15 minutos. Se desechd el
sobrenadante del tubo y se realizaron dos lavados agregando 80ul con etanol al

75% en los cuales la muestra se centrifugo a 12500rpm. Posteriormente se dejo
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secar la muestra a temperatura ambiente durante 15 minutos, pasado el tiempo se
agregaron 20ul de agua libre de RNAsas caliente al tubo. Las muestras se

almacenaron a -80°C.

13.10 Anélisis de expresion del miR-145 en las lineas celulares MCF-10A,
BT20, MDA-MB-231, MCF-7 y Skb3 de cancer de mama

Para llevar a cabo el andlisis de la expresion del miR-145 en las lineas celulares
MCF-10A, BT20, MDA-MB-231, MCF-7 y Skb3 de cancer de mama, se llevo a cabo la
sintesis de cDNA a partir del RNA total extraido de cada una de las lineas. Para
ello se utlizaron sondas stem-loop RT(Applied Biosystem) especificas para el
miR-145 y para el RNU-44 utilizado como nuestro control, ase realizo una mezcla
la cual contenia 50ng de RNA total, 3ul de primers RT, 0.2 ul de dNTPs (100mM)
a una concentracion final de 20mM, 1 ul de transcriptasa reversa MultiScribe
(50U/ ul) (ThermoFisher), Buffer RT 10X a una concerntracion final de 1X, 0.2 pl
de inhibidor de RNAsa (20U/ pul), MgCl, (25mM) a una concerntracion final de
22.5mM y agua libre de RNAsas, el volumen final de la reaccion fue de 20 pl. La

reaccion 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 realiz6 una PCR tiempo real por medio de
sondas TagMan, por lo cual en una placa de 96 pozos se mezclaron 1.33pl del
producto de la Retro transcripcion, 10ul de TagMan Universal PCR Master Mix 2X
(Applied biosystem) a una concerntracion final de 1X, 1ul de la sonda especifica
TagMan small RNA Assay 20X a una concentracion final de 1X y agua libre de
nucleasas, el volumen final de la reaccion fue de 20ypl. La reaccion de llevo a cabo
en el 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 segundos. Para el andlisis de los resultados se utilizo

el método de ct (-2AAct) utilizando como normalizador la expresion del RNU44.
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13.11 Ensayo de transfeccién del miR-145

Para llevar a cabo la sobre expresién del miR-145 en la linea celular MDA-MB-231
se utilizo el agente de transfeccion Lipofectamina 2000.Primero se realiz6 la
siembra de las células en placas de seis pozos, en total fueron sembrados 8
pozos, dos por cada condicion; teniendo asi dos pozos con la condicién mock, dos
Scramble, dos para la sobre expresion del miR-145 a 30nM y dos para la sobre
expresion del 145 a 60nM. En cada pozo fueron sembradas 250,000 células por
cada uno. 12 horas después se procedié a realizar la transfreccion, para ello se
colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mil: 7.7ul del precursor del miR-145 con
150ul de Opti-MEM 1 (1X) Reduced Serum Medium, la solucion se mezclé por
pipeteo y se dejo incubando durante 20 minutos. En otro tubo eppendorf de 1.5mL
se colocaron 12.5ul de Lipofectamina 2000 con 150ul de Opti-MEM | (1X)
Reduced Serum Medium, la solucién se mezcldé por medio de pipeteo y se dejé
incubando a temperatura ambiente durante 20 minutos. Pasados los 20 minutos
de incubacion para los dos tubos se realizd la mezcla de ambos re suspendiendo
la solucién por medio de pipeteo y dejando incubar la solucién durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente la solucién fue agregada en cada pozo el cual
contenia 2180ml de Medio DMEM suplementado con SFB 5%, se procedié a
realizar movimientos ondulatorios en la placa para realizar la mezcla de la solucion
junto con el medio de cultivo. La placa fue colocada en la incubadora durante 48

horas.

13.12 Ensayos de proliferacion celular

Para realizar el ensayo de proliferacion por medio de MTT se llevd a cabo la
siembra de las células en 5 placas de 96 pozos en los cuales se colocaron 15,000
células por cada uno. Cada placa contenia las condiciones mock, scramble, y
transfectada con el precursor del miR145 a 60nM, cada condicion se coloco por
triplicado en cada una de las placas. 12 horas después de que fueron sembradas

las células se llevé a cabo la sobre expresion del miR-145, para ello se utilizo el
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agente de transfeccion Lipofectamina 2000. Se colocaron en un tubo eppendorf
de 1.5 mil: 3.5ul del precursor del miR-145 con 150ul de Opti-MEM | (1X) Reduced
Serum Medium, la solucién se mezcl6é por pipeteo y se dej6é incubando durante 20
minutos. En otro tubo eppendorf de 1.5mL se colocaron 12.5ul de Lipofectamina
2000 con 150yl de Opti-MEM | (1X) Reduced Serum Medium, la solucion se
mezclé por medio de pipeteo y se dejé incubando a temperatura ambiente durante
20 minutos. Pasados los 20 minutos de incubacién para los dos tubos se realizé la
mezcla de ambos re suspendiendo la solucién por medio de pipeteo y dejando
incubar la solucién durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente la
solucion fue agregada en cada pozo el cual contenia 2180ml de Medio DMEM
suplementado con SFB 5%, se procedi6 a realizar movimientos ondulatorios en la

placa para realizar la mezcla de la solucién junto con el medio de cultivo.

El ensayo de MTT se utiliz6 para determinar los posibles efectos que podrian tener
la sobre expresion del miR-145 en la linea celular MDA-MB-231 sobre la
proliferacion. Para ello se llevd a cabo el siguiente procedimiento. Se prepard una
alicuota de 5mg de MTT (Sigma)/AmL (DMEM sin suplementar) se mezcl6
mediante vortex y se trabajé a una temperatura menor a 37°C. La mezcla se filtr6
mediante una membrana de 0.22p. Se retir6 el medio de cada pozo (placa con 6
pozos). Se hizo un lavado a cada pozo con 1mL de PBS. De la solucion filtrada
se agrego una décima parte de (40uL) y 360uL de medio DMEM sin suplementar.
De tal manera que el MTT se encontr6 a 0.5mg en cada pozo con células. La
placa se colocé a incubar a 37°C durante 3 a 4h. Terminado el tiempo se retiré el
medio con el MTT a las células, se dio un lavado a las células con PBS 1X.
Terminado el tiempo se retiré el MTT con DMEM cuidadosamente. Posteriormente
se agregaron 150 uL de isopropanol al 100% a cada pozo, se colocé en el Shaker
durante 15 minutos a temperatura ambiente. La placa no se expuso a la luz
durante el tiempo de incubacion. Una vez terminado el tiempo se retiré el
isopropanol y se realizd la lectura del formazan formado en la placa de lectura

Elisa a 570nm.
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13.13 Obtencién de extractos de proteinas totales y cuantificacién a partir de

la linea celular MDA-MB-231 transfectadas con pre-miR-145

Se llevé a cabo la extraccion de proteinas a partir de la linea celular MDA-MB-231
de cancer de mama. Previo a este procedimiento se realiz6 la siembra de las
células en placas de 6 pozos, en los cuales se colocaron 250, 000 células en cada
uno de ellos, 12 horas después se comprob6 que la confluencia de las células en
cada pozo fuera la correcta para desarrollar el experimento. Una vez comprobado
que las células estuvieran en Optimas condiciones para el experimento se procedio
a realizar la transfeccion de las células con el precursor del miR-145 a 30 y 60 nM,
incluyendo las condiciones; control y scramble, segun lo establecido por el
protocolo del agente de transfeccion Siport Aminne. 48 horas después de la
transfecion se procedio a extraer las proteinas de cada una de las condiciones de

la siguiente manera:

Para preparar los extractos proteicos totales se lavaron tres veces los cultivos
celulares con PBS 1X frio, luego se agregaron 200ul de TNTE (Tris-HCL 50mM a
pH de 7.4, NaCl 150mM, Triton X-100) al 0.1%, EDTA 1mM) suplementado con
50ul de Complete Protease Inhibitor Cockatil 10X (ROCHE), se dejo incubando
durante 15 minutos a 4°C en agitacion. La mezcla se pas6 a un tubo eppendorf de
1.5mL el cual se meti6 a centrifugar a 12, 500rpm a 4°C por 10 minutos, el
sobrenadante de cada tubo se pas6é a un tubo nuevo el cual fue almacenado a -

80°C hasta su cuantificacion.
13.14 Determinacién de la concentracion de las proteinas totales

La cuantificacién se llevé a cabo por el método de Bradford, para ello se realizd
una solucion estandar con BSA a una concentracion de 1mn/mil, la curva se leyd
en un espectrofotdmetro a una A de 595nm, los resultados se graficaron y se
determind el coeficiente de correlacion lineal. Los resultados de absorcion de las
muestras fueron obtenidos por interpolacion mediante la sustitucion en la ecuacién de la

recta y=mx+b la cual fue obtenida de los datos de la curva estandar sustituyendo los
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valores de y por los datos de absorbancia de cada una de las muestras y como x a

la concentracion de proteinas.
13.15 Electroforesis SDS-PAGE de extractos proteicos

Se llevd a cabo una separacion de proteinas mediante la técnica de electroforesis en un
gel de poliacrilamida en presencia del detergente duodecil sulfato de sodio (SDS) (SDS-
PAGE) a una concentracion de acrilamida de 12% en el gel separador y para el gel
concentrador a una concentracion de 5%. Se utiliz6 una solucion amortiguadora
preparada con Tris 0.25M, Glicina 1.92, 0.1% de SDS, la electroforesis se llevo a cabo a
un voltaje de 100V.

13.16 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD).
Las membranas y el papel Whatman se sumergieron en buffer de transferencia
que contenia Tris 0.0025M, Glicina 0.192M y Metanol al 20%, se armo el cassette
y se cloco en un equipo TransBlot (BIO-RAD) a 30V y a un Ampere por un periodo
de 30 minutos. Una vez pasado el tiempo de la transferencia se realizd una tincion
de la membrana con rojo de Ponceau Yy posteriormente se dieron lavados con

PBS 1X, para destefiir la membrana.

13.17 Ensayos de Western blot

Las membranas que contenian las proteinas transferidas se incubaron en solucion
blogueadora que contenia PBS 1X y leche en polvo al 5% dejandola incubando
durante toda la noche y en agitacién a una temperatura de 4°C. Posteriormente se
retird la solucién de blogueo y se realizaron 5 lavados de 3 minutos con PBS 1X-Tween
(0.005%). Se procedi6 a agregar el Anticuerpo primario diluido a una concentracion de
1:500 en PBS 1X-Tween (0.005%) y se dej6 incubando durante toda la noche a 4°C en
agitacion. Pasado el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, las
membranas se lavaron 5 veces por un periodo de 5 minutos cada uno con PBS
1X-Tween (0.005%), después de los lavados se agreg6 el Anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa a una concentracion de 1:2000 diluido en PBS-Tween
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(0.005%). Terminado el tiempo de incubacién las membranas fueron lavadas tres
veces durante cinco minutos con PBS 1X- Tween (0.005%). Después de
realizados los lavados se procedid a revelar la membrana por medio de
quimioluminiscencia aplicando a las membranas con el reactivo ECL (Amhersham
Pharmacia Biotech, USA).

13.18 Ensayo de apoptosis mediante citometria de flujo

Para llevar a cabo el ensayo de apoptosis se realizo la siembra de 200,000 células
por triplicado en una placa de seis pozos y se crecieron para que tuvieran una
confluencia del 80%. Las condiciones que se colocaron para realizar el ensayo
fueron mock (SiPORT), Scramble, precursor del miR-145 a 60nM para 48 horas,
subsecuentemente se adiciono el cisplatino (50 uM) de acuerdo a la curva de
citotoxicidad (IC50) del cisplatino para 24 horas. Después de dar los tratamientos,
las células fueron cosechadas de las placas, lavadas dos veces con PBS 1X pre-
enfriado, re suspendidas en 100ul de buffer de union (10 mM HEPES, 140 mM
NaCl, 2.5 mM CaCly), y procesadas segun las indicaciones del fabricante
(Annexin-V-FLUOS Staining Kit, Roche). Brevemente las células se tifieron con 2l
de Annexin V-FITC y 2ul de Yoduro de Propidio mezclado con 100l de buffer de
incubacion durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron las células con 500l
de buffer de union y se re suspendieron en 300ul de PBS1X. Los eventos de
Apoptosis fueron analizados en el citometro de fluop FACS Calibur (BDIS, Becton
Dickinson). La emision Annexina V Yy el Yoduro de propidio fueron detectadas en
los canales FL-1 y FL-2 respectivamente. Para cada muestra los datos de 20,000
células se adquirieron en modo lista en escalas logaritmicas. El analisis se realizo
con el software Summit V4.3 vy los resultados se presentaron como el porcentaje
total de células apoptédticas como la suma de las fases temprana y tardia de la
apoptosis (Annexina V FITC positivo). Los ensayos se realizaron por triplicado.

13.19 Andlisis estadisticos

Los analisis de expresion se analizaron por medio de t-test y pruebas no
paramétricas (Mann Whitney) y fueron graficados por medio del programa
GraPhap para hacer el analisis de expresion entre pacientes con RPC y no RPC.
Los resultados se analizaron para asociar a la pCR con el porcentaje de
supervivencia de las pacientes a partir de andlisis de Kaplan Meires (curvas de
supervivencia).
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14. Resultados

14.1 Expresiéon del miR-145 en pacientes que responden a la terapia

neoadyuvante

Para llevar a cabo el analisis de expresion relativa del miR-145 entre las pacientes
con repuesta patolégica completa y no respuesta, se llevd a cabo la extraccion de
RNA total a partir de biopsias de tumor embebidas en parafina y fijladas con
formalina utilizando el kit comercial RNeasy FEEP Kit (Qiagen) las cuales fueron
proporcionadas por la Fundacion Contra el Cancer de Mama (FUCAM). En total se
nos proporcionaron 37 biopsias que pertenecian a paciente que presentaron
cancer de mama triple negativo localmente avanzado antes de recibir un

tratamiento quimioterapéutico.

De las 37 muestras, 12 correspondian a pacientes que presentaron RPC y 25 de
pacientes que no presentaron RPC. Mediante una RT-PCR y posteriormente una
PCR tiempo real, se llevd a cabo el analisis de la expresion del miR-145 en las
biopsias de las pacientes. Al graficar los datos de expresion relativa (Figura 6)
encontramos una mayor represién del miR-145 en las pacientes con pCR en
comparacion con las pacientes de no respuesta, cuando los resultados fueron
evaluados mediante el analisis estadistico de chi-cuadrada, se encontré un valor
significativo (p=0.005) lo que nos indica que una baja expresion del miR-145 es
una firma caracteristica de las pacientes que responden al tratamiento
neoadyuvante del cancer de mama triple negativo localmente avanzado antes de

recibir un tratamiento quimioterapéutico.
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Figura 6. Analisis de expresion relativa del miR-145 en pacientes con PCR y no-
PCR. Se llevé a cabo la extraccion de RNA de un total de 37 biopsias pertenecientes a
pacientes con cancer de mama triple negativo antes de ser sometidas a un tratamiento
qguimioterapéutico de las cuales 12 presentaron respuesta y 25 no presentaron respuesta
patoldgica completa.
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14.2 Andlisis de Kaplan-Meier asociada a la expresién del miR-145 en

pacientes con RPCy no-RPC

En epidemiologia clinica, especialmente con enfermedades neoplasicas,
pronosticar la supervivencia a largo plazo es de fundamentalmente importante
para la toma de decisiones acerca de la efectividad de la terapia y definir cuél es la
mas adecuada. Al realizar los andlisis de expresion relativa del miR-145
encontramos una diferencia significativa entre las paciente con respuesta y las de
no respuesta; por tanto decidimos evaluar si la expresion del miR-145 podria
tener alguna relacién con la supervivencia de las pacientes después de ser
sometidas al tratamiento neoadyuvante. Para ello se realizd un analisis de Kaplan
Meier este tipo de estudios nos permite evaluar el tiempo transcurrido desde el
cual se inicia el tratamiento hasta un tiempo final en el cual termina la recoleccion
de datos para las pacientes., donde se puede demostrar o no la apariciéon de un
suceso. Estos estudios son utilizados en el campo de la oncologia para proponer

la posible efectividad de un tratamiento en los pacientes.

Al llevar a cabo el andlisis encontramos que las pacientes con una baja expresion
del miR-145 tienen una mayor probabilidad de supervivencia en comparacién con
aquellas pacientes que tienen una mayor expresion del miR-145, obteniendo un
valor significativo de p=0.0007. La funcion de riesgo a una funcién que mide la
probabilidad de que a un individuo le ocurra cierto suceso a lo largo del tiempo. En
nuestro estudio identificamos la funcién de riesgo de que un determinado nimero
de pacientes no respondan favorablemente al tratamiento, los resultados
obtenidos nos indican que de un numero de 37 pacientes que son sometidas al
tratamiento neoadyuvante existe una probabilidad de que un 10% (4 pacientes) de
ellas no respondan favorablemente al tratamiento. Estos resultados no
demuestran que una baja expresion del miR-145 es caracteristica en las pacientes
con Respuesta Patoldégica Completa y que también su expresién esta relacionada
con una mayor supervivencia de las pacientes con Céancer de Mama Triple

Negativo Localmente avanzado
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Figura 7. Andlisis de Kaplan Meier. Se evalud si la expresion del miR-145 esta
relacionada con la supervivencia en las pacientes con cancer de mama. Se llevo a cabo el
andlisis de Kaplan Meier en el cual se encontr6 que las pacientes con una menor
expresion del miR.145 tenian una probabilidad mayor de supervivencia en comparacion
con aquellas pacientes que no respondieron al tratamiento obteniendo un valor
significativo (p=0.0007). Al realizar el andlisis para detectar la funcion de riesgo
encontramos que de 37 pacientes que son sometidas al tratamiento neoadyuvante un

10% de ellas pueden no responder al tratamiento.
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14.3 Analisis bioinformético de blancos del miR-145 que explique la RPC en

pacientes que presentan CMTN

Multiples estudios indican que el miR-145 funciona como un potente supresor de
tumores el cual generalmente se encuentra reprimido en pacientes con cancer de
mama. Estudios in vitro realizados en lineas celulares han demostrado que su
sobre expresion es capaz de suprimir fenotipos asociados al desarrollo y
progresion del cancer. Por lo tanto se llevd a cabo un andlisis bioinformatico
utilizando las plataformas TarjetScan, miRbase y miRwalk, en las cuales se realizo
una busqueda de blancos predichos para el miR-145. La busqueda se delimito a
aguellos blancos asociados con algunos de los sellos distintivos del cancer como
proliferacion y apoptosis, también fueron considerados aquellos genes blancos
asociados a la quimio resistencia. Posteriormente las bases de datos obtenidos de
la busqueda blancos predichos del miR145 se introdujeron en la plataforma
bionformatica David Functional Annotation Bioinformatics enfocando nuestro
analisis en la base de datos KEGG en la cual se llevé a cabo la busqueda de las
vias en las cuales participa directamente el miR-145 y las cuales nos ayudarian a

explicar un Respuesta Patologica Completa en las pacientes.

El analisis bioinformético nos permitié identificar mditiples blancos asi como las
vias en las cuales participa directamente el miR-145, pero solo algunas de ellas
nos permitirian dar una explicacion que relacionara la expresion del miR-145 con
la respuesta Patolégica Completa en las pacientes después de ser sometidas a un
tratamiento neoadyvante. De las vias analizadas, una de las que mas llamo
nuestra atencién fue la de TGF-B. Ya que el miR-145 tiene como blanco a cuatro
proteinas importantes las cuales participan en esta via de sefializaciéon como el
ligando de TGF-B2, el receptor TGFBR2, SMAD2 y SMAD3.

Esta via estd compuesta por citosinas multifuncionales, las cuales regulan una
amplia gama de procesos celulares como proliferacion y diferenciacion celular,

cicatrizacion, produccion de matriz extracelular e inmuno supresién, entre otros.
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Multiples estudios indican que una sobre expresion de TGF- se asocia a un pobre
pronostico en diferentes tipos de cancera si como una resistencia a la quimio y
radioterapia; por tal motivo se ha propuesto el uso de inhibidores de esta via como
un posible co tratamiento para el tratamiento del cancer de mama, en especial el

cancer de mama triple negativo (Bhola NE, y col. 2013).

El receptor de TGF-B tiene una region 3° UTR de una longitud de 9492 pb vy
presenta tres sitios de unidn para el miR-145, dos conservados y uno pobremente
conservado en las regiones 3991-3990, 2194-2201, y 4235- 4242
respectivamente. Por este motivo fue considerado el blanco TGFBR2 como posible
blanco del miR145 el cual nos podria ayudar la Respuesta Patolégica En las

pacientes con cancer de mama triple negativo localmente avanzado.
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Figura 8. Resultado de la busquedade las vias en las cuales participa el miR-145. El
analisis bioinformético nos permitio identificar multiples blancos predichos para el miR-
145, enfocando nuestra atencion en aquellos relacionados a procesos celulares como
supervivencia, reparacion de ADN, diferenciacion, proliferacion, migracion y angiogénesis,
al realizar una correlacién con la plataforma bioinformatica David Functional Annotation
Bioinformatics encontramos algunas vias en las cuales participa directamente el miR-145,
una de las que més llamo nuestra atencion es la via de TGF( ya que el miR145 tiene

como blanco a cuatro proteinas importantes para esta via de sefializacion.
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14.4 Analisis de expresion de miR-145 en lineas celulares de cancer de

mama

Algunos estudios han demostrado que hay una represion del miR-145 en
diferentes lineas celulares de cancer de mama, por tal motivo se llevé a cabo una
extraccion de RNA total de las lineas celulares de cancer de mama MCF-10A,
BT20, MDA-MB-231, MCF-7 y Skb3, que corresponden a tejido mamario no
tumoral, triple negativo, luminal A y HER2+, respectivamente. Posteriormente se
realizO una RT-PCR seguida una PCR tiempo real para evaluar los niveles de

expresion del miR-145 en las diferentes lineas celulares de cancer de mama.

Los resultados obtenidos nos indican que la expresion del miR145 se encuentra
reprimida en las lineas celulares de cancer de mama analizadas en comparacion
con la linea de tejido mamario no tumoral MCF-10A (figura 9). Estos resultados
nos permitieron determinar que para poder realizar los andlisis funcionales de
nuestro miRNA tendriamos que llevar a cabo la sobre expresion del miR.145.
Para ello se eligi6 a la linea celular MDA-MB-231, debido a que es una linea
celular de cancer de mama triple negativo lo que es similar a las caracteristicas
clinicas de las biopsias de las pacientes analizadas en el estudio de expresion del
miR-145, también cuentan con la caracteristica que es una linea celular altamente

proliferativa.
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Figura 9. Andlisis de expresion del miR145 en las lineas celulares de cancer de
mama MDA-10A, BT20, MDA-MB-231, MCF7 y SKb3. Se muestra la expresion relativa
del miR-154 respecto a RNU44. Las células MCF10A corresponden a tejido mamario no
tumoral. Las restantes corresponden acelulas de cancer de mama triple negativo,

Luminal A y HER2+ respectivamente.
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14.5 Sobre expresiéon del miR-145 en la linea celular MDA-MB-231

Los resultados del andlisis de expresion del miR-145 en las lineas celulares de
cancer de mama nos indicaron que se encuentra reprimido en todas ellas menos
en la linea celular MCF-10A, la cual corresponde a tejido de mama no tumoral. De
acuerdo a estos resultados, procedimos a elegir la linea celular MDA-MB-231
que corresponde a una linea de cancer de mama Triple Negativo, la cual presenta
las mismas caracteristicas clinicas que tenian las pacientes de las cuales se llevo
a cabo el andlisis de expresion del miR-145. Para llevar a cabo la sobre expresion
del miR-145 en la linea celular MDA-MB-231 se Uutiliz6 el agente de transfeccion
Lipofectamina 2000. El reactivo lipofectamina contiene subunidades lipidicas que
pueden formar liposomas en un entorno acuoso, que atrapa la carga de
transfeccion, en nuestro caso, correspondio al precursor del miR145. Se llevo a
cabo la transfeccion de las células con las siguientes condiciones: control,
Scramble, Mock miR-145 a 30 y a 60mM. 48 horas después de que se llevo a
cabo la transfeccion, se procedio a realizar la extraccion de RNA total de cada una
de las condiciones, para después realizar una gRT-PCR y posteriormente una
PCR entiempo real para comprobar la sobre expresion del miR145. Los resultados
obtenidos y mostrados en la figura 10 nos indican la eficiencia de la transfeccion
mostrando que efectivamente el miR-145 se sobreexpreso en las células posterior
a la transfeccién del precursor. En consecuencia, decidimos llevar a cabo los

ensayos fenotipicos posteriores.
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Figura 10. Resultado de la sobre expresion del miR-145. Se muestran las condiciones

mock, Scramble, miR-145 (30 y 60 nM). Se llevd a cabo la sobre expresion del miR-145
mediante el agente de transfeccion Lipofectamina 2000.
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14.6 Ensayo de la proliferacién celular

Después de comprobar que el agente de transfeccion Lipofectamina 2000 nos
permite llevar a cabo la sobre expresion del mir-145, procedimos a realizar el
ensayo de proliferacion mediante el uso de MTT. El principio del ensayo de MTT
se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este ensayo es
utiizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células

vivas es proporcional a la cantidad de cristales de formazan producido.

Para llevar a cabo el ensayo de proliferacion se realizd la siembra de las células
en una placa de 96 pozos en la cual se colocaron 15, 000 células. 12 horas
después de la siembra se realizd la trasfeccion del miR-145 a una concentracion
de 60nM, y se colocaron las condiciones control y Scramble para estandarizar el
ensayo. Las placas se leyeron a 0, 12, 24, 36 y 48 horas en los cuales
encontramos que en los pozos de las células transfectadas con el miR-145 se
observa una fuerte disminucién en la capacidad proliferativa de las células en las
primeras doce horas, en las horas posteriores esta disminucion se mantuvo
observando una diferencia significativa a 12, 24 y 36 horas. Estos resultados nos
demuestran que la sola transfeccion del miR-145 es capaz de inhibir la capacidad
proliferativa de la linea celular MDA-MB-231 teniendo un mayor impacto en las

primeras 12 horas.
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Figura 11. Ensayo de proliferacion celular. Se efectuo el ensayo en la linea celular
MDA-MB-231 trasfectadas con el miR-145 (60 nM) a periodos de 0, 12, 24, 36 y 48 horas.
Se llevd a cabo la transfeccion del miR-145 por medio del agente de transfeccion
Lipofectamina 2000.
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14.7 Ensayo de apoptosis en la linea celular MDA-MB-231 tranfectadas con el
miR-145

Los resultados obtenidos en el ensayo de proliferacion nos indicaron que la sobre
expresion del mR-145 es capaz de disminuir la proliferacion de la linea celular
MDA-MB-231; por tanto decidimos comprobar si esta disminucién era debido a
gue el miR-145 es capaz de inducir apoptosis en las células. La apoptosis se
puede definir como el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en la
célula y que concluyen con su muerte de una forma ordenada y silenciosa.
La célula apoptotica sufre una serie de cambios morfolégicos caracteristicos:
la membrana plasmatica se altera y se visualizan protuberancias irregulares, el
volumen celular se reduce considerablemente y el citoplasma se condensa, el
nlcleo se reduce y la cromatina se hace mas densa y se colapsa dividiéndose al
final en varias esferas, la célula apoptética es fagocitada por macréfagos o por
células vecinas, evitando asi la respuesta inflamatoria local ocasionada en la
necrosis cuando la célula, al romperse, libera su contenido al medio. Para ello se
levd a cabo un analisis de apoptosis por medio de Anexina V el cual fue
analizado por medio de cartometria de flujo. Los resultados obtenidos fueron que

el miR-145 es capaz de inducir apoptosis
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Figura 12 .Ensayo de apoptosis por medio de Anexina V en la linea celular MDA-MB-
231 transfectadas con el miR-145. Inciso A se muestran los cuadrantes observados
durante el ensayo de apoptosis. Inciso B, muestra la grafica de barras que indica las
diferentes condiciones para llevar a cabo el ensayo de apoptosis.
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14.8 Ensayo de Wetern blot parala proteina TGFBR2

Para evaluar si la sobre expresion del miR145-5p era capaz de inhibir la expresion
de la proteina TGFBRR2, se llevo a cabo la transfeccion del precursor del miR-145-
5p en las células MDA-MB-231 a una concentracion de 60nM, colocando las
siguientes condiciones: Mock, Scramble y miR-145. 48 horas después de llevar a
cabo la transfeccion se llevd a cabo la extraccién de proteinas y cuantificacion de
las proteinas, para después correrlas en un gel SDS-Page de Acrilamida. Se
comprobd la integridad de las proteinas y se evalu6 mediante Western Blot la
expresion de la proteina TGFBR2. Como se puede observar en la Figura 6 se
observa una misma concentracion de la proteina en las concentraciones Mock y
Scramble, pero en aquellas células transfectadas con el miR-145 se observa una
drastica disminucion de la proteina TGFBR2. La conclusion de este ensayo nos
indica que la sola sobre expresion del miR-145 en la linea celular MDA-MB231 es
capaz de inhibir la expresion de la proteina TGFBR2 y que esta podria ser uno de
los posibles mecanismos por los cuales este miRNA este participando en la
respuesta patoléogica completa en las paciente con cancer de mama triple

negativo.
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Figura 13. Ensayo de Western blot para evaluar la expresion relativa de la
proteina TGFBR2 en células MDA-MB-231 transfectadas con el miR-145. Se
llevé a cabo la transfeccion de las células MDA-MB-231 con el miR-145 a una
concentracion de 60nM. En el inciso A se observa el resultado del Western blot
mientras que en el inciso B se observa el resultado del andlisis densitométrico de

las bandas inmunodetectadas en A.
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15. Discusioén de resultados

En los dltimos afios el cdncer de mama se ha mantenido como un tipo de cancer
altamente maligno entre las mujeres, lo que representa una grave amenaza para
la salud en todo el mundo. Diferentes estudios han indicado que el cancer de
mama se ha convertido en la principal causa de muerte por cancer entre las
mujeres, representando el 23% del total de casos de cancer y el 14% de las
muertes por cancer. Los principales avances en nuestra comprension de la
biologia del cancer de mama han llevado a la mejora de las técnicas de
diagnéstico y pronéstico asi como al desarrollo de nuevas terapias dirigidas. Sin
embargo, la eficacia de los nuevos tratamientos sigue siendo limitada por una
combinacion de resistencia a los medicamentos y anuestra limitada comprension
de las vias de sefializacion de las células tumorales. Actualmente muchos
estudios se han enfocado en la busqueda de bioindicadores que ayuden a
predecir la respuesta a la terapia contra el cancer, este tipo de estudios son
cruciales para mejorar la eficacia de tratamiento y al mismo tiempo nos puede
ayudar a mejorar las tasas de supervivencia para las pacientes con cancer de

mama.

Los miRNAs participan en una gran cantidad procesos biolégicos clave mediante
la regulacion postranscripcional de mudltiples genes blanco, permitiendo de este
modo establecer una homeostasis dentro del organismo. En cancer, muchos
estudios han demostrado que los miRNAs regulan procesos como inflamacion,
ciclo celular, respuesta al estrés, diferenciacion celular, apoptosis e invasion, y se
ha descrito que sus niveles de expresion pueden afectar o contribuir directamente
con el desarrollo del tumor. Debido a sus caracteristicas, estos han sido
propuestos como grandiosos bioindicadores y blancos terapéuticos tanto el el

diagnostico y el pronostico en diferentes tipos de cancer (Letelier P, y col, 4014).

Actualmente se han desarrollados estudios (Tabla 5) en los cuales se analizan los
perfiles de expresion de multiples miRNAs y su asociacion con la respuesta

patologica completa al tratamiento eodadyuvante. Desafortunadamente un
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obstaculo muy importante que ha limitado la interpretacion de estos estudios, es
la dificultad para identificar blancos especificos de varios miRNAs. Otro problema
asociado al desarrollo de este tipo de estudios, es que los pocos que existen no
se encargan de evaluar cuales son los mecanismos moleculares por los cuales
estos MiRNAs pueden estar participando en el desarrollo de la respuesta
patologica en las pacientes. Este estudio tuvo como principal objetivo el analizar
si existe una correlacion entre los niveles de expresion del miR-145-5p con una
posible respuesta al tratamiento quimioterapéuticoneoadyuvante en pacientes con
cancer de mama triple negativo, evaluando un posible mecanismo molecular por el
cual el miR-145 puede participar en el desarrollo de la respuesta patologica
completa en las pacientes con cancer de mama triple negativo mediante la

evaluacion del gen que codifica para la proteina TGFBR2.

En nuestro ensayo de analisis de expresion del miR-145 encontramos que las
pacientes que presentaron respuesta al tratamiento, tenian nivelesde expresion
mas bajos comparados con las pacientes que no presentaron respuesta (Figura
6). Existen multiples factores los cuales pueden influoir en que se presenten
variaciones de expresion del miR-145 en pacientes con respuesta y no respuesta.
Un factor muy importante es que el miR-145 deriva de la secuencia gendémica de
4.09 kb dentro del cromosoma 5 (5q32-3) la cual se encuentra adyacente a la
region 5931.1 la cual es conocida por ser un sitio fragil en el genoma humano y se
ha descrito que se encuentra deletado en 11% de los casos de cancer de mama
esporadico, esto podria ser una explicaciéon por la cual podemos observar una
baja expresion de este miRNA en las pacientes con la enfermedad (Wang S, y col,
2013). Se ha descrito que en pacientes que presentan cancer de mama triple
negativo el miR-145 presenta valores significativamente bajos en comparaciéon
con otros tipos de cancer de mama. En este tipo de cancer se ha descrito un
mecanismo molecular por el cual se puede observar una baja expresion del miR-
145, es debido a la presencia del RNA largo no codificante RoR, el cual actda

como una esponja competitiva en contra del miR-145. Donzelli S, y col, describen
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gue en los tumores de metastasis cerebral provenientes de cancer de pulmén, que
existe un incremento en la metilacién de las islas CpG en la regién reguladora 5’
del miR-145, esto provoca su baja expresion la cual tiene como consecuencia,
una sobre expresion de genes como OCT4 y EGFR, los cuales contribuyen al

desarrollo de metéstasis de los tumores hacia otras regiones del cuerpo.

Estos son algunos de los mecanismos por los cuales se puede observar una
represion del miR-145, sin embargo, los mecanismos especificos por los cuales
pueden contribuir a la disminucion en su expresion y los cuales contribuyen a la
aparicién y progresion de | cancer de mama aun son desconocidos; de tal modo
que es importante seguir analizando si algunos de estos factores puede influir en
la exprecion diferencial en las pacientes con respuesta y no respuesta, de tal
modo que podamos encontrar una posible asociacion con el desarrollo de la

respuesta al tratamiento en las pacientes.

El miR-145-5p es considerado como un potente supresor de tumores, el cual
generalmente se encuentra reprimido en diferentes tipos de cancer de pulmon,
mama, de esofago, colorectal, carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, entre otros. Los andlisis de expresion realizados en lineas celulares de
canc er de mama han reportado esto estos mismos resultados; En nuestro ensayo
de andlisis de expresiéon del miR-145pudimos corroborar estos datos, de tal modo
que para llevar a cabo los analisis funcionales de este miRNA, se llevo a cabo la
sobre expresion del mismo en la linea celular MDA-MB-231. Los ensayos in vitro
realizados en diferentes lineas celulares de cancer han demostrado que la sobre
expresion del miR-145-5p es capaz de inhibir procesos celulares como migracion,
invasion, angiogénesis, proliferacion. EI miR-145 juega un papel importante en la
sensibilizacion de células cancerigenas ante quimio y radio terapia. Un estudio
realizado por Gong P, y col. 2015 en lines celulares de cancer de prostata
escontro que la sobre expresion del miR-145-5p es capaz de sensibilizar a las
células a la radiacion, mediante la regulacién negariva de genes asociados a la

reparacion de ADN de doble cadena. Este estudio destaca un posible papel
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potencial del miR-145 mediantre la reulacion de sus genes objetivos Rad51, Mcl-1,
Par-4 y PARP1 como bioindicadores para predecir la respuesta a la radioterapia

neoadyuvante en el cancer de prostata.

Algunos estudios han sugerido que un subconjunto de células cancerosas con alta
auto renovacion y propiedades stem o denominadas células madre cancerosas
(CSC), son el contribuyente clave a la quimiorradioterapia y son responsables de
la progresion tumoral y la recurrencia después de la terapia convencional, en
cancer de mama podemos observar una gran cantidad de ceélulas que resentan
estas caracteristicas. Se ha propuesto que las recurrencias tumorales después del
tratamiento con la quimioterapia contra el cancer son impulsadas por una
subpoblacion de CSC. Estucios en los cuales se analfiizan los datos de expresion
génica de los tumores que permanecen en la mama después de la quimioterapia
neoadyuvante para el cancer de mama han revelado el enriquecimiento de un
grupo de células madre cancerosas. Este tipo de células generalmente sobre
expresan algunas proteinas las cuales se relacionan con las propiedades de
células madre como son KLF4, OCT4, SOX9 y SOX2. Yang Y, y col 2012
encontraron que el miR-145 es capaz de sensibilizar a células pertenecientes a
tumores de glioblastoma a la quimio y radioterapia mediante la regulacion negativa
de los genes OCT4 y SOX2 los cuales han sido asociados a la quimioresistencia
en cancer, al realizar la sobre expresion del miR145 en estas células se puede
observar tanto la disminucién de estas proteinas asi como una disminucién en la
pluripotencia. Estos son algunas de las maneras en las cuales los niveles altos del
miR-145 pueden contribuir con el desarrollo de una respuesta en las pacientes con

cancer de mama triple negativo.

En el ensayo de apoptosis que realizamos se encontrd que el miR-145 es capaz
de incucir apoptosis en la linea celular MDA-MB-231 esto se correlaciona con
otros estudios en los cuales se ha demostrado las propiedades inductoras de
apoptosis del miR-145 en una variedad de modelos de células cancerosas,

incluyendo cancer colorrectal, cancer de esoéfago, cancer de vejiga, entre otros. En
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el cancer de mama, se sabe que miR-145 activa la caspasa- 3 e induce la
apoptosis en células CAMA-1, MCF7 y MCF10A (Radojicic J, y col 2011).

Se ha demostrado que la via de sefializacion de TGFp facilita las funciones
inmunosupresoras, facilita la invasividad y promueve la angiogénesis e inicia el
proceso de transicion epitelial a mesenquimal (EMT). Las actividades pro-
oncogénicas de TGFp se ejercen tanto en el microambiente como en las células
tumorales, lo que hace que el tumor sea mas agresivo y propenso a la
diseminacion. Zhao H, y col 2016 demostraron que miR-145 suprime la migracion
de células de cancer de mama a traves de la regulacion directa de FSCN-1 y
reguladores clave relacionados con EMT como SOX9, E- caderina y OCT4. En
cuanto a la angiogénesis se ha descrito que esta juega un papel importante en el
desarrollo y progresion del cancer. EI miR-145 actua como un factor
antiangiogenico en modelos tanto in vivo como invitro. En el 2012 Zou C, y col
fueron los primeros vincular directamente miR-145 a las etapas de angiogénesis y
malignidad del cancer de mama e indica que miR-145 tiene un valor diagnéstico y

terapéutico considerable en el cancer de mama.

El analisis del mecanismo molecular por el cual el miR-145 puede contribuir al
desarrollo de la RPC en las pacientes, nos puede ayudar a desarrollar nuevas
estrategias para identificar a las pacientes que responderan favorablemente al
tratamiento y de este modo hacer una clasificaciébn que nos permita hacer una
modificacion a sus esquemas de tratamiento en caso de que no sea asi. Uno de
los principales problemas asociados al cancer de mama triple negativo es la
recurrencia de la enfermedad por este motivo es importante el desarrollo de estos
estudios para desarrollar tratamientos mas personalizados que nos ayuden a

prevenir este tipo de problemas.
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16.CONCLUSIONES

* La disminucién en la expresion del miR-145 podria ayudar a
identificar a los pacientes que muestren respuesta clinica al
tratamiento neoadyuvante en pacientes con CMTN

* La baja expresion del miR-145 se asocia a una mayor tasa de
supervivencia en las pacientes tratadas con la terapia neoadyuvante

* La disminucién en la proliferacion celular y aumento en la apoptosis
mediada por la restauracion del miR-145 en la linea celular MDA-MB -
231 podria explicar en parte la RPC en las pacientes.

+ Estos datos sugieren que el miR-145 podria mediar la proliferacion y

apoptosis a partir de la regulacion negativa de su blanco TGFBR2.
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