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RESUMEN

El mimetismo vasculogénico (MV) es un novedoso mecanismo independiente de la
angiogénesis, en el que las células tumorales altamente agresivas y metastasicas
forman estructuras tipo capilar para la obtencién de nutrientes, sin el requerimiento
de la angiogénesis clasica. EI MV se ha asociado con un mal prondstico y baja
sobrevivencia en diversos tipos de tumores. Previamente, nuestro grupo de trabajo
demostré que el miR-204 es un supresor de tumor, y un novedoso angiomiR con un
papel primordial en la angiogénesis tumoral. Sin embargo, su participacion en la
regulacion del MV aun no esté explorada. En la presente investigacion demostramos
que las células de cancer de mama triple negativo altamente metastasicas bajo
condiciones de hipoxia desarrollan MV. Ademas, la restauracion de la expresion del
miR-204 inhibe drasticamente el MV. Con el fin de descifrar las vias de sefializacion
implicadas en la inhibicion del MV por miR-204, determinamos los niveles de
expresion y el estado de fosforilacion de mudiltiples proteinas de sefalizacion
utilizando un fosfo-arreglo de anticuerpos. Los datos mostraron que proteinas claves
de multiples vias de sefializacion tales como PI3K-AKT, MAPK, FAK fueron
reprimidas significativamente después de la restauracion de miR-204. Ademas, el
estado de fosforilacion de AKT (Ser 473), MEK1 (Ser 218/222), p38aMAPK (Thr
180/Tyr 182), PI3K (Tyr 458) y Src (Tyr 418) disminuy0, esto fue confirmado por
medio de ensayos de Western blot. Interesantemente, la proteina HIF-1a, que regula
rio abajo la via de sefializacion PI3K/AKT, también disminuyé su expresion al
restaurar la expresion del miR-204. De forma congruente, la inhibicion de PI3K, FAK
y SRC con inhibidores especificos inhibio eficazmente el MV. Y el ensayo de
luciferasa mostro que PI3K y Src son blancos del miR-204. Estos datos resaltaron la
importancia de las terapias multi-focalizadas utilizando miRNAs como un enfoque
atractivo en el cancer. También nuestros hallazgos proporcionan nuevos blancos
potenciales para la intervencion del MV con aplicaciones terapéuticas en el cancer de

mama.



ABSTRACT

Vascular mimicry (VM) is a novel angiogenesis-independent mechanism in which
highly aggressive and metastatic epithelial tumor cells form vascular 3D channel-like
structures to obtain nutrients without the use of classical blood vessels. VM is
associated with poor prognosis and low survival in diverse types of human cancers.
Previously, we showed that tumor suppressor miR-204 is a novel angiomiR with a
pivotal role in tumor angiogenesis. However its function in VM remains unexplored.
Here, we showed that metastatic triple negative breast cancer cells effectively
undergo VM in hypoxia conditions. Moreover, in vitro restoration of miR-204 using
RNA mimics dramatically inhibits VM. In order to decipher the signaling circuitry
involved in VM inhibition by miR-204, we screened the expression levels and
phosphorylation status of multiple signaling proteins using Phospho Antibody Arrays.
Data showed that a signaling network of key proteins involved in the activation of
PISK-AKT, RAF1, MAPK, and FAK pathways were significantly downregulated after
restoration of miR-204. In addition, a decrease in the phosphorylation of AKT (Ser
473), MEK1 (Ser 218/222), p38aMAPK (Thr 180/Tyr 182), PI3K (Tyr 458) and Src
(Tyr 418), were confirmed by Western blot. Congruently, targeted inhibition of PI3K,
FAK and SRC tyrosine kinases before miR-204 restoration effectively inhibits VM.
Luciferase reporter assay confirms that PI3K and SRC genes are targets of miR-204.
These data highlighted the importance of RNA-based multi-targeted therapies as an
attractive approach in cancer. Also our findings provide novel potential targets for VM

intervention with therapeutic applications in breast cancer.






l. INTRODUCCION
1.1 Cancer

El nombre del cancer proviene del término griego karkinoma dado por Hipdcrates
cuatro siglos antes de Cristo y del equivalente latino cancer, al crecimiento radial
infiltrante de algunos tumores de mama a modo del cuerpo de un cangrejo (Spencer,
1950). EIl cancer es un grupo de enfermedades etiol6gicamente distintas entre si y
es el resultado de dos procesos sucesivos: la proliferacion exacerbada de un grupo
de células denominadas tumor o neoplasia y la posterior adquisicion por parte de
estas células de la capacidad invasiva que les permite escapar de su sitio de origen e
invadir tejidos adyacentes y otros 6rganos, este proceso se conoce como metastasis
(Figura 1). (Mufioz, 1997). Existen alrededor de 200 tipos de células en nuestro
organismo y si bien el cancer se puede desarrollar a partir de cualquier tipo de
células existen mas de 200 tipos de cancer distintos los cuales se pueden clasificar

con base en su origen en:

Carcinoma (Carcin = cangrejo, Ulcera cancerosa. Oma = tumor). Se llaman
carcinomas cuando los tumores se originan de células epiteliales. Las células
epiteliales son las células que forman el epitelio, que es el tejido que recubre todas
las superficies del organismo y constituye el revestimiento interno de las cavidades,
de los érganos huecos, de los conductos del cuerpo, la piel, las mucosas y las
glandulas. Cuando el origen de las células tumorales proviene de células epiteliales
qgue recubren glandulas, este recibe el nombre de adenocarcinoma. Cuando se
origina de epitelio de superficie que no es glandular este puede ser carcinoma
epidermoide, carcinoma de células escamosas o carcinoma de células transicionales.
Debido a la gran extension que tienen los epitelios en el cuerpo humano y a que este
tejido estd en extremo contacto con agente mutagénicos y/o carcinogénicos, los
carcinomas son el tipo de cancer mas comun de la poblacion mundial, constituyendo
aproximadamente un 85% de todos los tipos de cancer. Dentro de los carcinomas de
mayor incidencia se encuentran el cAncer de mama, cancer de préstata, cancer de

colon y recto, y el cancer de pulmén (Sonneborn, 1947).



Leucemia (Leuco = Blanco, emia = Sangre). Se llaman leucemias a los canceres
originados en células de la médula 6sea (tejido que se encuentra dentro de los
huesos y que se encarga de generar las células que componen la sangre). En este
tipo de cancer se observa un aumento descontrolado del niumero de leucocitos
inmaduros (glébulos blancos) en la médula 6sea, que a su vez pueden pasar a la
sangre aunque en ciertas ocasiones no lo hacen y generan lo que se llama
leucemias aleucémicas. Dentro de las leucemias también se incluye aquella que
afecta la proliferacion de glébulos rojos y es llamada eritroleucemia. Los cuatro tipos
principales de leucemias son: leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica
cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia mieloide crénica (LMC).

El ndmero de casos de leucemia en adultos es aproximadamente diez veces el
namero de casos en nifios. La leucemia es el cancer infantii mas comdn y la
leucemia linfocitica aguda representa aproximadamente 72% de casos de leucemia
infantil. La leucemia mas comun en adultos es la LMA seguida por la LLC, LMC y la
LLA (Sonneborn, 1947).

Linfoma (Linfa = agua. Oma = tumor). Este cancer que inicia en las células del
sistema inmune, particularmente en el sistema linfético. A los linfomas también se les
llama los tumores soélidos hematoldgicos para diferenciarlos de las leucemias. Hay
dos categorias basicas de linfomas. Una categoria es el linfoma de Hodgkin, que se
caracteriza por la presencia de un tipo de célula llamada célula de Reed-Sternberg
(célula gigante derivada de linfocitos B). La otra categoria es la de los linfomas no
Hodgkin que incluye un grupo grande y diverso de canceres de las células del
sistema inmunitario. Los linfomas no Hodgkin pueden dividirse ain mas en canceres
gue tienen una evolucién o curso indolente (de crecimiento lento) y aquellos que
tienen una evolucion dindmica (de crecimiento rapido). Tanto los linfomas de Hodgkin

como los no Hodgkin se pueden presentar en nifios y adultos (Sonneborn, 1947).

Mielomas (Miel = médula. Oma = tumor). Tipo de cancer que comienza en las
células plasmaticas (globulos blancos que producen anticuerpos). También se llama
enfermedad de Kahler, mieloma multiple, mieloma de células plasmaticas y

mielomatosis. En el mieloma se produce de forma continua y en cantidad mayor al



habitual. Este es el segundo cancer sanguineo mas comun en los Estados Unidos y
representa el 1% de casos de cancer en el mismo pais. En otros tejidos del cuerpo
también pueden originarse tumores, pero este tipo de cancer son muy extrafios y
poco comunes. Dentro de éste grupo de canceres, los tumores mas comunes son los
cerebrales, los cuales derivan de células del tejido conectivo formado por células
gliales, que sostienen a las células nerviosas en el cerebro. Estos canceres son

conocidos como gliomas (Sonneborn, 1947).

Adenocarcinoma. Tumor originado en epitelios glandulares, son el tipo mas
frecuente de cancer en seres humanos. Incluyen todos los tumores de las vias

respiratorias y digestivas, asi como cancer de mama y préstata (Sonneborn, 1947).

1.2 Las caracteristicas distintivas del cancer

A pesar que el cancer es una enfermedad heterogénea existen caracteristicas
biolégicas que comparten todos los tipos de cancer. En el afio 2000 Weinberg y
Hanahan las denominaron caracteristicas distintivas del cancer o en inglés,
“hallmarks” del cancer, los cuales son: autosuficiencia de las sefiales de crecimiento,
insensibilidad a las sefales anti-crecimiento, evasion a los procesos de muerte
celular programada (Apoptosis), ilimitado potencial replicativo, angiogénesis, invasion
a tejidos y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011. Figura 2).

1.2.1 Autosuficiencia de las sefales de crecimiento

En condiciones normales existe una fuerte regulacion mediada por las sefales de
crecimiento; la mayoria de los factores de crecimiento son producidos por un tipo de
célula en particular, estimulando la proliferacion celular del mismo tipo celular. Una
de las principales caracteristicas de las células cancerosas es la capacidad de crecer
ilimitadamente. Existen distintos mecanismos mediante los cuales las células
tumorales son capaces de adquirir autosuficiencia a sefales de crecimiento
(Hanahan y Weinberg, 2011). Principalmente, las células tumorales adquieren la
capacidad de sintetizar sus propios factores de crecimiento, estimulando asi su

proliferacion, mediante un mecanismo autocrino. Un mecanismo alternativo, de las
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Figura 1. Fases para el desarrollo del cancer. 1.1) formacion del tumor benigno,
debido a un aumento en la proliferacion celular, y 1.2) posterior malignizacion de este
con formacion de tumores secundarios en sitios distantes como consecuencia de la
adquisicién de invasividad y la capacidad metastasica. Tomada y modificada de

(Muioz, 1997).



células tumorales es mandar sefiales a las células normales, para la produccion de
factores de crecimiento y asi utilizarlos (Lemmon y Schlessinger, 2010). Uno de los
principales factores de crecimiento involucrados en cancer es el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) que se encuentra desregulado en distintos tipos de
cancer tales como mama, pulmon, colon, entre otros (Chen et al., 2017; Murakami et
al., 2017). Pero también se requiere de la participacion de las rutas de sefalizacion
para que se lleve a cabo este proceso. Una de las principales rutas de sefalizacion
involucradas es de la proteina cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) que se
encuentra alterada en varios tipos de cancer. Por ejemplo, la sobre-activacion de
esta via promueve la proliferacion celular en cancer cervical (Sun et al., 2017; Li et
al., 2017).

1.2.2 Insensibilidad a las sefales anti-crecimiento

Ademas de estimular su crecimiento, las células tumorales también tienen la
capacidad de evadir sefiales anti-crecimiento, este mecanismo depende de los
supresores de tumor, los cuales van a actuar dentro de la célula mediante diferentes
rutas. Los genes supresores de tumor mas conocidos son; los que codifican para la
proteina asociada a retinoblastoma (RB) y TP53 estos funcionan como controladores
del ciclo celular (Hanahan y Weinberg, 2011). La proteina RB se encuentra alterada
en diversos tipos de cancer, tales como cancer de pulmén, préstata, gastrico y
mama; entre otros. La proteina RB es capaz de integrar sefiales antiproliferativas de
distintos origenes, tanto extracelular como intracelular, una de las principales
funciones de RB es inhibir la progresion del ciclo celular (Burkhart et al., 2008;
Deshpande et al., 2005). Por otro lado, TP53 es una proteina que censa tanto el
estrés celular como el dafio al acido desoxirribonucleico (ADN), por lo tanto, si una
célula estuviera bajo estrés intenso o recibiera mucho dafio al ADN, TP53 es capaz
de detener el ciclo celular hasta que nuevamente haya condiciones normales en la
célula o hasta que el dafio generado al ADN haya sido reparado, pero si el dafio es
irreparable, TP53 puede activar el proceso de muerte programada y llevar a la célula

comprometida a apoptosis (Fischer et al., 2017).



1.2.3 Evasion a los procesos de muerte celular programada
(apoptosis)

Otra caracteristica importante que adquiere el tumor es evadir la muerte celular
programa o apoptosis. Para que las células puedan llevar acabo la apoptosis se
requiere de la maquinaria apoptotica que estd compuesta rio arriba de reguladores y
rio debajo de efectores (Hanahan y Weinberg, 2011). Los reguladores monitorean las
condiciones ambientales tanto extracelular como intracelular, mandando sefiales de
supervivencia o muerte celular. La via de sefializacion de la apoptosis converge en la
mitocondria donde las proteinas pro-apoptoticas despolarizan la membrana liberando
al citocromo C, generando asi la muerte de las células. Otro grupo de proteinas que
participa en la apoptosis es la familia de las Bcl2 (Cory et al., 2002). Bcl2 es una
proteinas pro-apoptética que se encuentra desregulada en diferentes tipos de
cancer, tales como la leucemia linfocitica cronica y cancer de mama. La funcion
alterada de Bcl-2 en la leucemia linfocitica cronica y otros tipos de cancer se ha
atribuido a la hipometilacion del promotor de Bcl-2. También, se ha reportado que la
represion de Bcl-2 se debe a miRNAs tales como el miR-15 y miR-16 (Yip et al.,
2008).

1.2.4 llimitado potencial replicativo

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

telomérica (Marién et al., 2017).
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Figura 2. Las caracteristicas distintivas del cancer. La figura muestra las seis

capacidades distintas del cancer, que permiten la progresion tumoral. Tomada y

modificada de (Hanahan y Weinberg, 2011).



1.2.5 Angiogénesis

La angiogénesis es la formacién de vasos sanguineos a partir de una red pre-
existente (Carmeliet et al., 2005). La angiogénesis es esencial en el desarrollo y
crecimiento del tumor, cuando el tamafio del tumor es mayor a 2 mm, se genera un
ambiente de hipoxia, por lo tanto, el tumor necesita de la formacion de vasos
sanguineos para el suministro de nutrientes y oxigeno (Carmeliet et al., 2005). Por lo
que, cuando se genera un ambiente de hipoxia la célula tumoral empieza a secretar
factores pro-angiogénicos, como el factor de crecimiento epidermal vascular (VEGF),
el factor inducible de hipoxia (HIF), generando una quimio-taxis de las células
endoteliales hacia las células tumorales estimulando su proliferacién y migracion. Por
otra parte, las metaloproteasas (MMP’s) favorecen a la degradacion de la matriz
extracelular (MEC) para la formacién de los vasos sanguineos. De manera
importante la angiogénesis se acompafia de otros eventos celulares tales como la
proliferacion, motilidad celular e invasion mediados por la activacion de rutas de
sefalizacion comunes tales como fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), VEGF, proteina
cinasa B (AKT) y TGFB (Carmeliet et al., 2005).

1.2.6 Invasion a tejidos y metastasis

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

funcién mantener la interaccion célula-célula (Gheldof et al., 2013; Berx et al., 2009).



1.3 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) se origina cuando las células del tejido mamario comienzan
a crecer en forma descontrolada (OMS, 2014; Giordano, 2004). EI CM puede
originarse en diferentes partes del seno, como son en los ductos que llevan leche al
pezén, denominado cancer ductal, siendo este el mas comun alrededor del 80 % de
los casos y en los lobulillos que representan las glandulas donde se produce la leche,
denominado cancer lobulillar. Entre el 15 al 30% corresponden a carcinomas in situ y
el resto son infiltrantes (Cotran et al., 1999) (Figura 3). No solo las mujeres
desarrollan CM, también lo llegan a desarrollar hombres pero la incidencia es mucho
menor, alrededor del 1% de incidencia (Lozano et al., 2008). EI CM es la neoplasia
con mayor prevalencia a nivel mundial. De acuerdo al informe de la International
Agency for Research on Cancer (IARC) de Cancer Incidence, Mortality and
Prevalence Worldwide (GLOBOCAN), en el afio 2012 1, 671,149 nuevos casos
fueron diagnosticados, representando el 43 % de los canceres en las mujeres. En
México el nUmero de nuevos casos fue de 20,444 prediciendo para este afio 23,764
nuevos casos de CM. Asi mismo, se reporta que murieron 8, 201,575 personas por
cancer de las cuales 521,907 fueron por CM y 5,680 en México (tabla 1).
Desafortunadamente, cada 2 h muere una mujer a causa del CM en nuestro pais. El
comportamiento del CM se ha modificado y la edad de aparicién de nuevos casos es
mas temprana, se aprecia aumento significativo: 45.5% del total de casos nuevos de
cancer ocurri6 en mujeres menores de 50 afos (Secretaria de Salud, 2001). En
México, la magnitud del problema se puede explicar cuando se estima, que para el
afio 2020 el numero de mujeres de 25 afios o0 mas alcanzara los 29.7 millones
(L6pez-Rios et al., 1997).



Grasa == Lipoma

-~

Vasos
linfaticos P linfoma

Figura 3. Anatomia de la glandula mamaria. La mama esta formada por 10 o 20
secciones llamados I6bulos. Cada Iébulo esta dividido en secciones mas pequefas
llamadas lobulillos. Los lobulillos contienen las glandulas encargadas de producir la
leche durante la lactancia. La leche fluye del lobulillo al pezén por unos tubos
llamados ductos. El espacio entre las lobulillos y los ductos esta lleno de grasa y

tejido fibroso. Tomada y modificada de (Cotran et al., 1999).
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Tabla 1. Incidencia del cancer de mama a nivel mundial y en México del 2012.

Cancer de mama Incidencia Mortalidad
En el mundo 1,671,149 casos 521,907 muertes
México 20,444 casos 5,680 muertes

Tasa AJS: Tasa por 100.000 mujeres estandarizada por edad (todas las edades).
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1.3.1 Factores de riesgo

Hasta el momento no existe una causa especifica para desarrollar CM; sin embargo,
se conocen varios factores de riesgos involucrados y relacionados directa o
indirectamente con las hormonas reproductivas, en particular con la exposicion
prolongada a los estrdgenos y progesterona. Diversos estudios epidemioldgicos han
demostrado también asociacion entre el CM y la menarca temprana (antes de los 12
afos), nuliparidad o paridad a edades tardias (después de los 35 afios), menopausia
tardia, alta densidad del seno en la mastografia, terapias hormonales de reemplazo,
y el uso reciente de anticonceptivos orales (Rev Med Inst Mex Seguro Soc, 2007). El
antecedente de abultamientos benignos en mama aumenta cinco veces el riesgo de
desarrollar cancer de mama en comparacion con las mujeres sin cambios benignos
en la mama (McPherson et al., 2000). Ha sido encontrado también que la obesidad
en la mujer, posmenopausia, estatura alta, exposicion a las radiaciones, consumo
excesivo de alcohol, tabaco y falta de ejercicio fisico son factores de riesgo para el
desarrollo del CM (Dumitrescu et al., 2005; GOmez-Dantés et al., 2003).

1.3.2 Clasificacion del cancer de mama.

El CM se clasifica con base al estadio clinico, la morfologia celular y el analisis
inmunohistoquimico. Son necesarios factores prondsticos mas precisos que ayuden
en las decisiones terapéuticas. Utilizando microfosfo-arreglo s de cADN se determiné
gue existen varios subtipos de CM con diferentes patrones de expresion genética y
pronoéstico. Estos hallazgos confirmaron las diferencias en el fenotipo y agregaron
nuevos conocimientos sobre la biologia del CM. ElI CM se divide en dos grupos
principales basados en la presencia o ausencia de expresion del receptor de
estrogeno (RE) (Eroles et al., 2010). El perfil de expresién genética revelé que dentro
de los tumores RE+ existen dos subtipos: luminal A y luminal B (Eroles et al., 2010).
Los tumores RE- comprenden también dos subtipos: HER2 y tipo basal. Estos
subtipos muestran periodos cortos libres de enfermedad luego de su tratamiento y un
pronéstico mas sombrio. Pero también se puede dividir basados en la presencia o
ausencia del receptor progesterona (RP), factor de crecimiento epidermal 2 (HER?2),
0 bien la ausencia de los tres receptores (RE-, RP- y HER2-) denominados triple
negativo (Eroles et al., 2010).
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Tabla 2. Clasificacién molecular del cancer de mama.

Clasificacion Inmuno-perfil

Caracteristicas

Luminal A RE+ RP+/—, HER2—

Luminal B RE+,RP+/—, HER2+
HER 2 RE-, RP—, HER2+
Basal RE-, RP—, HER2—-

Baja claudina RE-, RP—, HER2—

Bajo Ki-67(< 14 %), respuesta endocrina
Alto Ki-67, respuesta endocrina

Alto Ki-67, respuesta a quimioterapia.
Alto Ki-67, expresion de EGFR y
citoquinas 5y 6

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

y 7, respuesta a quimioterapia.

EGFR, receptor de factor de crecimiento epidermal; RE, receptor de estrégeno; HER2, receptor del factor de

crecimiento epidermal humano 2; RP, receptor de progesterona, Ki-67 marcador de proliferacion.

Tomada de (Wallden et al., 2015).
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Perou y colaboradores, fueron los primeros en clasificar el CM de acuerdo a su perfil
de expresion génica, determinando 5 subtipos: luminal (A y B), HER2, tipo basal y
normal (tabla 2) (Wallden et al., 2015; Perou et al., 2000).

1.4 MicroRNASs: nuevos reguladores de la expresién génica

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

1.4.1 Biogénesis de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs se puede englobar en cinco pasos: (1) Los miRNA son
sintetizados por la ARN polimerasa Il (ARN pol II), que inicialmente produce un
transcrito largo precursor. Durante la transcripcion se forman regiones que tienen la
capacidad de formar una horquilla mediante apareamiento de secuencias

complementarias, generando asi un miRNA primario (pri-miRNA) de alrededor de
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100 nt, que poseen una estructura de CAP en su extremo 5 UTR y son
poliadenilados en su extremo 3’ UTR, tal como ocurre con los ARNm celulares. (Lee
et al.,, 2004). (2) El pri-miRNA es procesado por el complejo microprocesador
conformado por la enzima Drosha y la proteina DGCRS8. La estructura secundaria de
tallo-burbuja del pri-miRNA es reconocida y procesada por la enzima Drosha, la cual
posee actividad de RNAsa tipo Ill, generando precursores de 70-100 nt llamados
MIRNA precursores (pre-miRNA). El pre-miRNA es una secuencia que se conforma
de una estructura tallo-burbuja con una prolongacién de dos uracilos en su extremo
3’, esta estructura funciona como un motivo de reconocimiento por la exportina 5 (3)
la exportina 5, la cual interviene directamente en el transporte del pri-miRNA del
nacleo al citoplasma en un proceso dependiente de Ran-GTP (Lin et al., 2015). (4)
Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es procesado por DICER otra enzima del
tipo RNasa lll, que en conjunto con la proteina TRBP, recorta por fuera de la
horquilla y genera un RNA de doble cadena imperfecto denominado miRNA/MiRNA*,
Posteriormente, TRBP recluta a la endonucleasa Argonauta 2 (AGO2) al complejo
MiIRNA/mMIRNA*-DICER y forma el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC, por sus siglas en inglés). La cadena complementaria del duplex
MiIRNA/MIRNA* es liberada y degradada por AGO2. La proteina AGO2 guia al
miRNA a la regién 3 UTR del ARNm blanco donde se une de manera especifica
mediante complementariedad de la secuencia (Ha et al., 2014; Murphy et al., 2008).
(5) Si la complementariedad del miRNA con la secuencia del transcrito es perfecta se
reclutaran las proteinas de desadenilacion para iniciar la degradacion del ARNm. De
manera alternativa, si la complementariedad del miRNA con su ARNm blanco es casi
perfecta se inhibird la traduccién del transcrito (Ha et al., 2014; Lin, et al., 2015;
Croce et al., 2009) (Figura 4).

1.4.2 miRNAs y cancer: oncomiRs

En cancer la expresion genética se encuentra dramaticamente desregulada y la
expresion de los miRNAs esta correlacionada con diversos tipos de cancer. Los
MiRNAs afectan todos los pasos de la progresion tumoral como son el crecimiento
del tumor, angiogénesis y la capacidad de invadir y generar metastasis (Oliveto et al.,
2017).
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Figura 4. Biogénesis de los miRNAs. Los pri-miRNA son transcritos por la RNA
polimerasa Il y pueden contener CAP y ser poliadenilados. Los pri-miRNA son
procesados por Drosha, una enzima RNasa Il y convertidos a pre-. Se caracterizan
por tener una estructura duplex imperfecta. Los pre-miRNA son transportados del
ndcleo al citoplasma por la exportina 5 y RanGTP. En el citoplasma, los pre-miRNA
son transformados por Dicer, otra enzima del tipo RNasa lll, generando la estructura
hibrida miIRNA/miRNA*. La union de estos duplex de RNA a proteinas como la
Argonauta 2, libera el miRNA*. EI miRNA dirige la asociacién de RISC a sitios
especificos en la regién 3’ no traducida del RNAm blanco. Si el apareamiento de
bases entre el mMiRNA y su RNAm blanco es perfecto, la funciéon endonucleolitica de
la Argonauta 2 rompe el RNAm, llevandolo a su rapida destruccion. La
complementariedad imperfecta puede provocar represion traduccional o causar
inestabilidad del RNAm. Este ultimo efecto es posiblemente mediado por un
mecanismo de deadenilacion. Estas funciones requieren del apareamiento de bases
entre la secuencia 5’ del miRNA y su secuencia complementaria en el 3’ del RNAm
blanco. (Tomado de Ha et al., 2014).
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Los miRNAs pueden actuar como oncomiR’s o como supresores de tumor (Esquela-
Kerscher A, 2006). Los oncomiR’s modulan la expresion de genes supresores de
tumores, se encuentran sobre-expresados en diversos tipos de cancer, promoviendo
la tumorigénesis, por otro lado, los miRNAs supresores de tumor modulan la
expresion de oncogenes y se encuentran reprimidos en diversos tipos de cancer,
inhibendo la tumorigénesis (Esquela-Kerscher et al., 2006) (Figura 5). La primera
evidencia de miRNAs involucrados en el cancer fue en un estudio molecular
caracterizando la delecién 13914 en leucemia linfocitica crénica (LLC), donde revelan
gue dos miRNAs, el miR-15a y el miR-16-1 se encuentran dentro de la pequefa
region deletada, por lo tanto, se encuentra reprimidos en el 60% de los casos de
LLC (Calin et al., 2002). Tras este hallazgo, la expresion desregulada de miRNAs en
cancer se ha demostrados en otros tipos. Por ejemplo, el miR-143 y el miR-145 se
encuentran reprimidos en cancer de colén (Michael et al., 2003). Let-7 se encuentra
reprimido en cancer de pulmon, y al restaurar su expresion en la linea celular A549
de cancer de pulmodn inhibe el crecimiento celular (Takamizawa et al., 2004). Con
base a los estudios, podemos determinar que la desregulacién de los miRNAs en
distintos tipos de cancer se debe a que se encuentran localizados en regiones

cromosOmicas genéticamente alteradas como sitios fragiles y regiones de delecion.

1.4.3 Funciones de los miRNAs en cadncer de mama.

Existen diferentes estudios donde identificaron miRNAs desregulados entre el tumor
y el tejido mamario normal sugiriendo su uso potencial como clasificadores del
cancer de mama y para la generacion de herramientas pronosticas. En un estudio
donde se analizaron 76 tumores de mama y 34 tejidos normales, se identificaron 29
mMiRNAs, expresados diferencialmente en el tejido tumoral en comparacion con el
normal. Ademas, reportaron la expresion de miRNAs correlacionados con
caracteristicas patologicas tales como la expresion del receptor de estrégenos y
progesterona (miR-30), el estadio tumoral (miR-213 y miR- 203) y la expresion
diferencial de varias isoformas de let-7 que se asociaron con la expresiéon del
receptor de progesterona (let-7c) y metastasis en los ganglios linfaticos (let-7f-1, let-
7a-3, let-7a-2) (lorio et al., 2005). En otro estudio se incluyeron 683 muestras de

pacientes con cancer de mama y 87 muestras normales.
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Figura 5. Papel de los microRNAs en cancer. Los miRNAs suprimen la expresion
de sus genes blancos. Un miRNA oncogénico, denominado oncomiR, puede reprimir
la traduccién de un gen supresor de tumores, estimulando la tumorigénesis y
conduciendo a la formacion de tumores. Por el contrario, un miRNA supresor de
tumores es capaz de inhibir la expresion de oncogenes, blogueando el proceso de

tumorigénesis y consecuentemente el desarrollo de cancer.
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Interesantemente, se encontré que los miR-26a, miR-26b, miR-125a, miR-125b, miR-
145, miR-486-5p y miR-99a presentaban funciones proapoptéticas y se encontraron
reprimidos en pacientes con cancer de mama comparados con el tejido mamario
normal (Sharma et al., 2016). Similarmente, la represion de la expresion del miR-
145 esté involucrado en el desarrollo y progresion de cancer de mama, asi como el la
proliferacion, migracion y crecimiento del tumor (Liu et al., 2016; Zheng et al., 2015;
Kim et al., 2011). La restauracion de la expresion del miR-145 en lineas celulares de
cancer de mama inhibe los hallmarks del cancer a través de la represion de la
oncoproteina ROCK1, fascin-1, c-myc, SMAD2/3 y IGF-1R, por lo que este miRNA
podria ser utilizado como una herramienta terapéutica contra en el cancer de mama
(Zheng et al., 2015; Kim et al., 2011). Otro microRNA que se encuentra reprimido en
cancer de mama es el miR-944. La restauracion de la expresion del miR-944 en
lineas celulares de cancer de mama inhibe la migracion e invasion a través de la
inhibicion de SIAH1 y PTP4Al (Flores-Pérez et al., 2016).

1.5 Antecedentes particulares
1.5 El miR-204 y cancer de mama.

El miR-204 ha adquirido recientemente gran atencidon por su participacién en la
regulacion de diferentes procesos celulares involucrados en la tumorogénesis,
incluyendo la regulacion de la carcinogénesis en tumores de la vaina del nervio
periférico y migracién e invasion en lineas celulares de cancer endometrial (Gong et
al.,, 2012; Chung et al., 2012). Sin embargo, se conoce muy poco sobre los
mecanismos por los cuales el miR-204 regula el crecimiento del tumor, metastasis,
proliferacion, migracion en cancer de mama en particular. Imam y colaboradores
encontraron que el loci cromosémico que contiene al miR-204 se pierde con
frecuencia, resultando una menor expresién en mdultiples canceres, incluyendo el
cancer de mama (Imam et al., 2012). Demostraron que la expresion del miR-204 era
inversamente proporcional a la expresion del factor neurotrépico derivado del cerebro
(BDNF) (Lewin et al., 1996). BDNF activa al receptor de tirosina cinasa (TrkB), que a
su vez activa la via de sefalizacion AKT/mTOR/Racl, causando la reorganizacion
del citoesqueleto de actina, para que se lleve a cabo la migracién e invasion (Segal
et al., 1996; Tajbakhsh et al.,, 2017). La sobre-expresion de BDNF/TrkB esta
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implicado en un mal prondstico en pacientes con cancer de mama, ya que promueve
la migracién e invasion favoreciendo la metastasis (Imam et al., 2012). Otra via de
sefalizacion implicada en un mal prondstico en pacientes con cancer de mama es
STAT3/BLC-2 que participa en la apoptosis e invasion celular (Wang et al., 2015).
Esta via, se encuentra activada por la pérdida genomica del miR-204. La
restauracion de la expresion del miR-204 en lineas celulares de cancer de mama,
inhiben la proliferacion, crecimiento celular, migracion e invasion atreves de sus
genes blancos como JAK2, MX1, TXNIP y BNDF (Wang et al., 2015; Imam et al.,
2012). Por otra parte, se ha observado que la desregulacion de miR-204 es capaz de
regular la diferenciacion celular esto mediante la regulacion negativa del factor de
transcripcion RUNX2 (Huang et al., 2010). Esta proteina es esencial para la
diferenciacion osteoblastica y la morfogénesis 6sea ademas actiia como un andamio
para los acidos nucleicos y los factores de regulacion implicados en la expresion
génica del citoesqueleto. La deficiencia en la expresiéon de miR-204 en células
progenitoras del mesenquima y células estromaticas de la medula ésea, inhibié la
osteogenesis y promovié la adipogenesis alterando el proceso de diferenciacion
celular en estos tipos celulares (Huang et al., 2010). También, el miR-204 esta
relacionado con el proceso de diferenciacion celular denominado transicion epitelial-
mesenquimal, evento en el cual la células normales y tumorales son capaces de
adquirir caracteristicas propias de células mesenquimales como la perdida de la
polaridad celular asi como de interacciones con otras células, un incremento en la
capacidad de migracion e invasion celular ademas una disminucion de los procesos
relacionados con activacion de la apoptosis, reorganizacion y expresion de proteinas
involucradas en la remodelacion de citoesqueleto y la adquisicion de caracteristicas
similares a las observadas en células madre (Lee et al., 2016). Zhang y
colaboradores, demostraron que el restablecimiento de la expresion del miR-204 es
capaz de revertir la transicion epitelial-mesenquimal inducida por la proteina SIRT-1
la cual es blanco directo del miR-204 en células de cancer gastrico, asi mismo, se
demostré que la sobre-expresion del miR-204 promueve la resistencia a anoikis y
promueve la invasion celular (Zhang et al., 2013). Recientemente, en nuestro grupo

de trabajo se demostr6 que el miR-204 inhibe la angiogénesis in vivo e in vitro a
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través de la inhibicion de dos genes pro- angiogenicos la Angiopoyetina 1 (ANGPT1)
y TGFBR2 (Flores-Pérez et al., 2016).

1.6 Mimetismo vasculogénico.

El tumor requiere del suministro de sangre para su crecimiento, supervivencia y
metastasis, estos mecanismos se han centrado en procesos dependientes de la
angiogénesis. El término de la angiogénesis describe la formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de una red pre-existente (Folkman et al.,, 1987). De manera
interesante, en 1999 Maniotis y colaboradores, describieron un nuevo sistema de
suministro de sangre en células de melanoma maligno independiente de la
angiogénesis, denominado mimetismo vasculogénico (MV) (Maniotis et al., 1999). El
MV es la formacion de estructuras tipo capilar a partir de células tumorales altamente
invasivas y genéticamente desreguladas, a diferencia de la angiogénesis, la
formacion de estas estructuras es de novo y sin la participacion de células
endoteliales (Li et al., 2016). El MV se ha observado en varios tumores agresivos,
tales como cancer de mama, prostata, ovario, pulmon, rifion y tejidos de sarcoma,
sugiriendo que es una novedosa caracteristica de tumores agresivos (Hendrix et al.,
2003; Vartanian et al., 2012). Recientemente, en el grupo de Hendrix disefiaron el
estandar de oro para la deteccion de mimetismo vasculogénico, el cual consiste en
una doble tincidén con acido peryodico de Schiff (PAS) y CD31, un marcador de
células endoteliales, donde se establecié, que la presencia de mimetismo
vasculogénico sera positivo para PAS y negativo para CD31 (Maniotis et al., 1999).
Generalmente, las caracteristicas del MV se pueden enlistar: (1) Positivo para la
tincion de PAS y negativo para CD31, (2) células tumorales altamente invasivas, (3)
expresion de células multipotenciales, (4) remodelacidén de la matriz extracelular y (5)
la conexion de las estructuras del mimetismo vascular con la microcirculacion del
tumor (Qiao et al., 2015; Zhang et al., 2007). EI MV es diferente de la angiogénesis y
vasculogénesis. El suministro de sangre en los tumores involucra tres tipos de
estructuras: los vasos sanguineos dependientes de células endoteliales
(angiogénesis clasica), los vasos sanguineos mosaico y los canales MV (Figura 6.
Zhang et al., 2007).
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Figura 6. Estructuras implicadas en el suministro de nutrientes a los tumores.
(1) Vasos sanguineos dependientes de células endoteliales tipicos de la
angiogénesis clasica. (2) Estructuras en 3D tipo capilar o mimetismo vasculogénico.
(3) Vasos sanguineos mosaico una mezcla de angiogenesis y mimetismo
vasculogénico. Tomada y modificada de (Folberg R et al., 2000).
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Varios estudios reportan que las células tumorales se encuentran en las paredes de
los vasos sanguineos y forman parte de la superficie de los vasos, mientras que la
parte restante es cubierta por células endoteliales, esto se le conoce como “vasos
mosaico”. Los canales de MV pueden ser la principal fuente de suministro de oxigeno
en estados tempranos del crecimiento del tumor, los vasos sanguineos
(angiogénesis clasica) pueden remplazar a los canales de MV generando una
transicion de vasos mosaico, y esto se observa en estados tardios del crecimiento
del tumor (Li et al., 2016). Algunos factores son necesarios para la formacion de MV,

incluyendo el microambiente tumoral.

1.7 Mecanismos moleculares y vias de sefalizacion involucradas en

la formacion de mimetismo vasculogénico

La participacion de las vias de sefalizacion en la formacion de MV se muestra en la

figura 7 (Figura 7)

1.7.1 Hipoxia y mimetismo vasculogénico

El suministro adecuado de oxigeno a los tejidos es esencial para el mantenimiento
de la funcion y fisiologia de las células de mamiferos. Bajo condiciones de hipoxia se
activan cascadas de sefializacibn que promueven la induccion o represion de la
transcripcion de una multitud de genes implicados en eventos tales como la
angiogénesis, el mimetismo vasculogénico, metabolismo de la glucosa,
supervivencia y muerte celular. Esta respuesta esta regulada por el factor inducible
por hipoxia (HIF) (Kirschmann et al., 2012). HIF es un factor de transcripcion a/3-
heterodimérico, que consiste en una subunidad, HIF-183, expresada constitutivamente
y otra subunidad, HIF-1a, cuya expresion se encuentra considerablemente regulada.
La expresion de esta ultima la determina el ritmo de su sintesis y degradacion. La
sintesis del HIF-1a esta regulada por mecanismos independientes del oxigeno,
mientras que su degradacion se regula principalmente por mecanismos que
dependen del oxigeno (Vartanian et al., 2012). La subunidad HIF-1a, bajo
condiciones de hipoxia se estabiliza y se transloca al nucleo, donde se unira con la

subunidad HIF-1B, en el elemento de respuesta a hipoxia (HRESs), regulando la
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transcripcion de genes implicados en la angiogénesis, mimetismo vasculogénico,
invasion, metastasis y aumento en el metabolismo glucolitico (Qiao et al., 2015;
Kirschmann et al., 2012). Hasta la fecha se han identificado mas de 100 genes cuya
expresion es activada por HIF, estos genes son de suma importancia en el cancer
ya que codifican para: factores angiogénicos, transportadores de la glucosa y
enzimas glucoliticos, factores de supervivencia y factores de invasividad. La
expresion de varios de los genes angiogénicos que participan en la formacion de MV,
tales como VEGF, son inducidos por hipoxia en la mayoria de tipos celulares (Li et
al., 2016; Vartanian et al., 2012). Se ha demostrado que la hipoxia induce el MV en
carcinoma hepatocelular, melanoma y recientemente en cancer de mama (Sun et al.,
2017; Ma et al., 2012; van der Schaft et al., 2005). La angiogénesis y el MV juegan
un papel importante en la adquisicion y suministro de sangre en los tumores (Li et al.,
2016). Estudios previos han demostrado que la formacion de canales de MV son
inducidos bajo condiciones de hipoxia, generando una sobrerregulacion de la
cadherina endotelial vascular (VE-cadherin), el receptor de ephrin tipo A 2 (EphA2),
VEGF vy la cinasa de adhesion focal (FAK), induciendo una cascada de respuesta
celular que finalmente da lugar a células cancerosas invasivas para la formacion de
MV a través de la remodelacion de la MEC por MMPs (Saito et al., 2015). La hipoxia
también puede inducir la transicion epitelio mesenquimal, caracterizada por la
pérdida de la union de las células generando la ganancia de la migracion celular (Li
et al., 2016).

1.7.2 Papel de VEGF en el mimetismo vasculogénico

El VEGF es el mas potente y especifico factor angiogénico, el cual se ha descrito
como un regulador crucial de la angiogénesis (Vartanian et al., 2013). La union de
VEGF-A a su receptor da como resultado la activacion de las CE’s, estimulando la
proliferacion y formacion de canales vasculares en tumores, especialmente en
regiones vasculares. Vertanian y colaboradores en el 2007 demostraron que el MV al
igual que la angiogénesis es mediado por VEGF-A (Vartanian et al., 2007). Por otra
parte, se ha demostrado que MV depende de la produccion autocrina de VEGF.
Recientemente se demostré que la expresion de VE-cadherina, EphA2 y MMP’s,

podria ser regulada por la sobre expresion de VEGF-A en cancer de ovario,
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contribuyendo asi a la plasticidad de la matriz extracelular y la formacion MV (Wang
et al., 2008). En otro estudio, donde se silencié VEGF utilizando siRNA, se estimulo
la apoptosis celular y se abatid la proliferacién celular y la formacion de MV en
osteosarcoma (Mei et al., 2008). Brantley-Sieders y colaboradores observaron que la
formacion de vasos sanguineos inducidos por VEGF, se redujeron a través de la
represion de la actividad EphA2 en cancer de mama y cancer de pancreas (Brantley-
Sieders et al., 2006). Por otra parte, se ha observado que los receptores de tirosina
cinasas, VEGFR1 y VEGFR2, se unen a VEGF y poseen caracteristicas diferentes.
VEGFR1 tiene una mayor capacidad de uniéon a VEGF pero una menor actividad
cinasa en comparacion con VEGFR2; pero este esta relacionada con la angiogénesis
tumoral (Qiao et al., 2015; Tallquist et al., 1999). En otro estudio donde se inhibio la
expresion de VEGFR1 usando siRNA en melanoma, la formacion de estructuras tipo
capilar se abatié. Sin embargo, la inhibicion de la expresion de VEGFR2 por un
inhibidor especifico, no afectd la formacién de las estructuras de tipo capilar,
indicando que la formacién de MV estaba principalmente influenciada por la actividad
de VEGFRL1 en lugar de VEGFR2 (Qiao et al., 2015).

1.7.3 Via de sefializacion PI3K/AKT y MV

La fosfoinositol 3 cinasa (PI3K) es una cinasa lipidica que actla a través de procesos
de fosforilacion de sus sustratos, tales como, fosfatidilinositol o sus derivados en el
grupo 3-hidroxilo. Asi mismo, regula la activacion de Akt, también conocida como
proteina cinasa B (PKB) (Qiao et al.,, 2015). La via de sefalizacion PISK/AKT
participa en procesos celulares como proliferacion, supervivencia, diferenciacion,
metabolismo y motilidad. Ademas, estudios recientes han demostrado que la via de
sefalizacion P13/Akt también participa en la formacion de MV mediante la regulacion
de la actividad de la matriz tipo-1(MT1)-MMP y la metaloproteasa-2 (MMP-2),
estimulando la escision de la cadena Ln-5 y2, generando los fragmentos y2" y y2x
(Hess et al., 2013). Los fragmentos y2" y y2x, juegan un papel importante en la
remodelacion de la matriz extracelular permitiendo la migracion, invasion y formacion
de MV (Fan et al., 2010). La inhibicion de la via de sefalizacion PI3K/Akt ha sido el
centro de atencion de tratamientos en tumores, esta inhibicion se ha realizado con

diferentes herramientas como siRNA, miRNAs e inhibidores comerciales especificos.
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2012
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Recientemente, las terapias anti-angiogénicas mediante la inhibicion de la via de la
sefal de PI3K/Akt y la activacion de las MMPs se han convertido en otro tema de
investigacion importante en el campo de la terapia contra el cancer. Sin duda, la
combinacion de terapias que abaten la formacion de MV mediante la inhibicion de la
via de la sefial PI3K/Akt puede ser un objetivo importante del tratamiento y se
necesitan mas investigaciones para encontrar farmacos mas eficaces para suprimir

la tumorogénesis.

1.7.4 Papel de VE-cadherina, EphA2, FAK en el mimetismo
vasculogénico

La proteina VE-cadherina, es una proteina transmembranal perteneciente a la familia
de las cadherinas, que se expresa especialmente en células endoteliales. VE-
cadherina tiene como funcidon mantener la interaccion célula-célula y juega un papel
importante en la vasculogénesis (Fan et al., 2010). Estudios han demostrado que VE-
cadherina se expresa solamente en células de melanoma altamente agresivas y que
su inhibicion abate la formacién de MV. La funcion de VM-cadherina en la formacion
de mimetismo vascular esta mediada por la activacion de EphA2. EphA2 es un
miembro de la familia ephrin, es un receptor de tirosina cinasa (PTK’s), se expresa
en células de melanoma con un fenotipo metastésico y tiene una participacion en la
angiogénesis (Paulis et al.,, 2010). La interaccion de EphA2 con su ligando
promueven la activacion de PI3K a través de FAK y ERK1/2. Finalmente, promueven
la activacion de la MMP-2 generando la escision en la cadena Ln-5y2 para la
formacion de mimetismo vascular (Kirschmann et al., 2012). FAK, es una tirosina
cinasa citoplasmatica que promueve la adhesion focal. Recientemente, se ha
observado que FAK, puede regular la migracion, invasion y la formacion de
mimetismo vascular en tumores malignos. Por otra parte, FAK, puede regular la
activacion de la cinasa de regulacion extracelular (ERK1/2), su fosforilacion media la
activacion de MT1- MMP y MMP-2 a través de la via de sefalizacion PI3K, que esta
involucrada en la migracion, invasion, plasticidad de la matriz y formaciéon MV (Qiao
et al., 2015; Kirschmann et al., 2012).
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1.8 Importancia del mimetismo vasculogénico en cancer de
mama

El CM es uno de los tumores mas malignos, alrededor de 1,4 millones de personas
son diagnosticadas en todo el mundo con mas de 450.000 muertes por afio (Jemal et
al., 2011). Entre estos casos, aproximadamente el 15-20% pertenecen al subgrupo
de triple negativo (TNBC) (Nielsen et al., 2004). Los pacientes con TNBC tienen un
mal pronéstico de sobrevivencia ya que esta asociado con una alta tasa de
metastasis y recurrencia (Amos et al., 2012). Una de las primeras proteinas descritas
en CM que participan en la formacion de MV fue la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). La
COX-2 permite al organismo producir la prostaglandina primaria Ez2, para la activacion
de la via de sefializacion PI3K/AKT. En este estudio, se trataron a las lineas
celulares de CM con Celecoxib que es un inhibidor especifico de COX-2 y se abatio
la proliferacion celular, apoptosis y MV (Basu et al.,, 2005). En otro estudio,
analizaron la expresion de la Claudina- 4 en tejidos asi como, en lineas celulares de
CM vy la encontraron sobre-expresada. Ademas, las células MDA-MB-231 son
capaces de formar estructuras tipo capilar, y al inhibir la expresiéon de la Claudina-4
con un short hairpin (siRNA), se abatio la formacion de estas estructuras, indicando
que la Claudina-4 juega un papel crucial en el desarrollo de MV en CM (Cui et al.,
2015). EI MV se ha asociado con la progresion del tumor y a un mal pronéstico en
pacientes con CM (Shen et al., 2017).

1.9 El mimetismo vasculogénico y su regulacion por miRNAs
en distintos tipos de cancer

Estudios sugieren que la desregulacion de miRNAs puede contribuir a la progresion
tumoral. Sin embargo, existen pocos estudios de miRNAs que regulan el MV (Figura
8), tal es el caso del miR-26b que se encuentra reprimido en pacientes y en lineas
celulares derivadas de glioma. Al restaurar la expresion de este miRNA se inhibié la
formacion de estructuras tipo capilar a través de la modulacién negativa de la
proteina Eph2A (Wu et al., 2011). Similarmente, el miR-200a inhibié el MV a través
de la modulacion de la proteina Eph2A en cancer de ovario (Sun et al., 2014). Otro

mMiRNA que inhibe la formacién de estructuras tipo capilar en cancer de ovario es el
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miR-27b, pero a través de la modulacion negativa de la proteina VE-cadherina (Liu
et al., 2017).

Uno de los principales tumores con alto indice de malignidad es el glioma, es por eso
gue muchos investigadores se han centrado en el estudio e este tipo de tumor y su
capacidad de formar MV. Song Y y colaboradores demostraron que el miR-9 se
encuentra reprimido en lineas celulares de glioma y que al restaurar su expresion se
abatié la proliferacion celular y el MV; a través de la modulacion de la proteina
Stathmin (STMN1) que participa en la regulacién de los microtibulos (Song et al.,
2013). Similarmente, la restauracion de la expresion de let-7f en lineas celulares de
glioma reprimi6 la formacion de MV a través de la inhibicion de la proteina perostina
(POSTN) (Xue et al., 2016). Por ultimo, el miR-584-3p, se encuentra reprimido de
igual manera y modula a la proteina ROCK1, por lo que, funciona como supresor de
tumor inhibiendo la formacién de MV en células tumorales de cancer de glioma,
antagonizando la formacién de fibra de estrés dependiente de ROCK1 inducida por
hipoxia (Xu et al., 2017). A pesar de todos estos estudios, a la fecha no se ha
reportado el papel de miRNAs en el MV en CM. Por lo que el objetivo del presente
trabajo fue analizar si las rutas de sefalizacion VEGF/PI3K/AKT estan involucradas
en la inhibicién del mimetismo vasculogénico mediada por el miR-204 en cancer de
mama. Estos datos nos permitiran establecer si el miR-204 posee actividad “multi-
target” al reprimir diversos genes que participan en rutas de sefalizacion

involucradas en la formacion de MV.
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Figura 8. miRNAs que regulan la formacion de mimetismo vasculogénico, en

distintos tipos de cancer. Tomada y modificada de (Hendrix MJ et al., 2003).
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar las rutas de sefalizacion VEGF/PI3K/AKT en la inhibicion del mimetismo

vasculogénico mediada por el miR-204 en cancer de mama

2.1.1 Objetivos especificos

1. Determinar si la restauracion del miR-204 inhibe el mimetismo vasculogénico

a través de la modulacion del eje VEGF/PI3K/AKT en condiciones de hipoxia.

2. ldentificar los genes blancos potenciales que se reprimieron al restaurar la
expresion del miR-204 y que participan en eje VEGF/PI3K/AKT.

3. Validar funcionalmente un gen blanco del miR-204 que participe en el eje

VEGF/PI3K/AKT y el mimetismo vasculogénico.
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lIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 9. Estrategia experimental.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Cultivo y mantenimiento de la linea celular MDA-MB-231
de cancer de mama.

4.1.1 Condiciones de cultivo de la linea celulares

La linea celular adherente de cancer de mama MDA-MB-231 (ATCC: HTB 26), se
cultivd en medio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) Gluta-MAX-I, bajo en
glucosa y glutamina (Gibco, Life Technologies), suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10 % (Gibco, Life Technologies), penicilina y estreptomicina (0.5 %). Se incubd
a 37 °C y con una atmésfera de 5 % COs-.

4.1.2 Sub-cultivo de la linea celular MDA-MB-231

Para el mantenimiento de linea celular, primero se removio el medio de cultivo y se
lavaron las células con Buffer fosfato salino (PBS) 1x a pH 7.0. Posteriormente se
retir6 el PBS y se agreg6 PBS 1x pH 7.0-EDTA 6.8 mM (milimolar), luego se afiadio
tripsina 0.25 % (Gibco) 64 pL (microlitros) por cada 1.5 mL (mililitros) de PBS-EDTA
(1 %); se distribuyd homogéneamente con movimientos suaves oscilatorios y se
incubaron durante 5 min a 37 °C. Una vez transcurridos los 5 min de incubacién con
tripsina se visualizaron en microscopio para observar si se despegaron las células y
se di6 un pequefio golpe a la caja para separar por completo las células.
Consecutivamente, se le agregé 1 mL de medio DMEN y se mezcl6 por pipeteo
sobre toda la superficie, se transfirieron las células despegadas a un tubo falcén de
15 mL y centrifugaron a 1500 r.p.m (revoluciones por minuto) por 5 min a 4°C. Se
retird el sobrenadante y las células se re-suspendieron en 1 mL de medio de cultivo
fresco y se distribuyeron en cajas nuevas y estériles con el medio de cultivo DMEN

suplementado.

4.1.3 Congelamiento de las lineas celulares

En general, por criovial se emplearon aproximadamente 2 x 10° células que se
procesaron de manera similar a cuando se realiza un subcultivo pero en lugar de

resuspenderlas en 1 mL de medio fresco, se agregd6 1 mL de medio de
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congelamiento (500 pl de SFB, 400 uL de medio de cultivo completo y 100 uL de
DMSO). A continuacién se cerré herméticamente el tubo eppendorf y se coloco en a -
20 °C durante aproximadamente 30 min y posteriormente se almacenaron los tubo

eppendorfs a -80 °C, hasta su uso.

4.1.4 Descongelamiento de las lineas celulares

Los crioviales son colocados en hielo durante 2 min y se limpiaron con benzal,
rapidamente se colocaron en bafio a 37 °C hasta que se descongelara el medio. Una
vez que el medio se descongeld, se pasé a un tubo falcon de 15 mL y se centrifugo a
1200 r.p.m durante 5 min a 4°C, luego se retir6 el medio de congelamiento y se
resuspendieron las células en el medio DEMEN suplementado, y se colocaron las

células en cajas nuevas y estériles.

4.2 Analisis de la expresion del miR-204 en la linea celular
MDA-MB-231

4.2.1 Transfeccion del precursor del miR-204

La linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 fue transfectada con la molécula
precursora del miR-204, asi como con la secuencia scramble. Un dia previo a la
transfeccion, 250,000 células MDA-MB-231 fueron sembradas por pozo en placas de
6 pozos. Al dia siguiente, en un tubo eppendorf de 1.5 mL se mezclaron 100 pyL de
medio reducido OptiMem con 5 uL del agente de transfeccién siPORT™ Amine
(Applied Biosystems) para cada pozo a transfectar, al mismo tiempo, en otro tubo
eppendorf de 1.5 mL se mezclaron de 100 puL de medio reducido OptiMem con 7.5
uL del precursor pre-miR-204 o del premiR-Neg-Ctrl (scramble) a una concentracion
de 10 (uM) y se incubaron ambos tubos a T.A (temperatura ambiente) durante 10
min, transcurrido el tiempo, se pasé la mezcla de un tubo eppendorf al otro y se
homogeniz6 por pipeteo, se le di6 un spin y se incubé por 10 min a T.A.
Consecutivamente, esta mezcla se depositd en cada pozo junto con medio DMEM
debidamente complementado (con un volumen final 2.5 mL/pz). Se agitd
suavemente, se incub6 a 37°C y 5% de CO2 hasta su analisis. La expresion relativa
del miR-204 expresado fue evaluada a las 48 h, mediante gqRT-PCR con sondas
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TagMan. Para la interpretacion de los resultados se utilizé el método comparativo de

ct (2-AAct), usando como normalizador la expresion del control endégeno RNU44

4.2.2 Lisis y extraccion de ARN total a partir de la linea celular MDA -
MB-231.

Extraccién del ARN total de la linea celular MDA-MB-231 cultivada en placas de 6
pozos. Primeramente, se despegaron las células, para eso se le colocaron 0.75 mL
de PBS-EDTA pH 7.0 y 32 pL de tripsina 0.25 % (Gibco) por pozo y se incubaron
durante 5 min a 37 °C, pasado este tiempo las células se centrifugaron a 1,200 r.p.m
a 4 °C durante 5 min, posteriormente se retir0 el sobrenadante y la pastilla de
células se lavo con 1 mL de PBS pH 7.0, se centrifugé nuevamente a 1,200 r.p.m a
4 °C durante 5 min y se tir6 el sobrenadante. Se obtuvé una pastilla de células, a las
que se les agregdb 1 mL de trizol y se mezclé por pipeteo, se recuperd el lisado
celular en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se incub6 durante 5 min a T.A, se agregaron
200 pL de cloroformo por cada mL de trizol utilizado y se mezcldé por agitacion
vigorosa durante 15 seg, se incub6 el tubo eppendorf durante 3 min a T.A y se
centrifugd a 12,500 r.p.m por 25 min a 4°C. Posterior a la centrifugacion, se recupero
la fase acuosa cuidando de no mezclar las otras fases, y se coloc6 en un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 mL, se le adicionaron 500 yL de isopropanol para precipitar
el ARN y se incubd en hielo durante 20 min, transcurrido el tiempo se centrifugaron a
12,500 r.p.m durante 25 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y la pastilla fue
lavada con 1mL de etanol al 75 % y se dej6 secar durante 5 min. Posteriormente, fue
re-suspendido en 20 pL de agua libre de RNAsas. Finalmente el ARN obtenido fue
cuantificado por espectrofotometria con un equipo nanodrop y visualizado mediante

geles de agarosa/TAE al 1%.

4.2.3 Analisis de la expresiéon del mir-204 mediante sondas Tagman.

Para determinar si hubo una restauracién de la expresion del miR-204 en las células
MDA-MB-231, se realizé la sintesis de cADN a partir del ARN total; utilizando sondas
stem-loop RT (Applied Biosystems) especifica para el miR-204 y para el ARN
pequefio nucleolar RNU44. Se mezclaron en un tubo eppendorf 10 ug de ARN total,
3 puL de primers RT, 0.15 pL de dNTPs con dTTP (100mM); 1.0 pL de la enzima

35



transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/ pL); 1.5 pL de buffer RT 10X; 0.19 yL de
inhibidor de RNasa (20 U/pL) y 4.16 L de H20 libre de RNasa, para una reaccion
total de 15 pL. La mezcla se agité suavemente. La reaccion de RT se realizd en un
termociclador GeneAmp System 9700 (Applied biosystems), programando tres
temperaturas a 16 °C por 30 min; 42 °C por 30 min; y 85 °C por 5 min, mas un paso
final a 4 °C «. una vez que finalizé la reaccion de RT-PCR, se realiz6 la reaccion de
PCR en tiempo real mediante la utilizacién de sodas TagMan, para lo cual en una
placa Optica de 96 pozos se mezclaron 1.33 pL del producto de la reaccion de RT, 10
puL del master mix TagMan (Universal PCR Master Mix, No 4 AmpErase UNG, 2X),
7.67 uL de agua libre de RNAsas, y 1.0 pL de la sonda PCR (especifica para el miR-
204 y para RNU44) por pozo para una reaccion de 20 pL total. Cada una de estas
reacciones se realizd por triplicado. La reaccion se corrio en un equipo 7500 de
Applied Biosystems. Programando un paso a 95 °C por 10 min; seguido de 40 ciclos
de dos temperaturas 95°C por 15 sy 60 °C por 1 min. Para la interpretacion de los
resultados se utiliz6 el método comparativo de ct (2-AAct), usando como

normalizador la expresién del control endégeno RNU44.

4.3 Analisis de la expresion de las proteinas y su estado de
fosforilacion en células MDA-MB-231 transfectadas con el
MiR-204 analizada por Phospho-antibody arrays

4.3.1 Extraccion de proteinas

250,000 células MDA-MB-231 se sembraron en una placa de 6 pozos y se
transfectaron con el pre-miR-204 como se describié anteriormente, se sometieron a
condiciones de hipoxia (1 % O2) durante 48 h. Transcurrido el tiempo, se hicieron 3
lavados con PBS 1x pH 7.0, se le adicionaron 200 uL del amortiguador de lisis del
fosfo-arreglo (Full Moon BioSystems, USA) para recuperar 2 millones de células en
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron perlas de lisis. Por 1 min se
vortexearon, 5 veces y se centrifugaron a 12,000 g a 4 °C por 5 min, se transfiri el
sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y se desecharon las perlas, posteriormente

se centrifugaron 18,000 g a 4 °C por 20 min y se coloco en un tubo eppendorf nuevo.
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4.3.2 Purificacién de proteinas

Para la purificacion se abrié la columna y se le agregaron 650 pL del amortiguador de
etiquetado, se vortexeo por 5 seg y se incubé 1 min a T.A, posteriormente se le di6
un spin a la columna por 1 min para remover el liquido y se le adicionaron 100 pL de
las proteinas obtenidas previamente, se le coloco el tubo colector a la columna y se
centrifugaron a 750 g por 2 min, se desecho la columna y se cuantificaron las

proteinas purificadas.

4.3.3 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de las proteinas purificas se realiz6 mediante dos métodos:
Mediante nanodrop a una A280 y por Bradford, la curva patron se construyé
utilizando una solucibn de BSA (1 mg/ml). Las muestras se leyeron en

espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm.

4.3.4 Marcaje de proteinas.

Una vez cuantificadas las proteinas, se hicieron alicuotas de 25 uL del lisado con una
concentracion de 100 pg/uL, se le adicioné el amortiguador de marcaje a volumen
final de 75 pL, se le afladié 3 pL de la solucion Biotina/DMF (100uL DMF (N, N-
Dimethylformamide) a 1 mg de la solucion de biotina), se dej6 incubando T.A y cada
10 min se voltexearon por 2 h. Transcurrido el tiempo se le adicion6 35 pL de
solucién de paro, se vortexeo y se dejo incubando a T.A por 30 min.

4.3.5 Bloqueo del fosfo-arreglo

El fosfo-arreglo de anticuerpos se incubd por 1 h a T.A sin abrirlo, transcurrido el
tiempo, el fosfo-arreglo de anticuerpos se abrié y se incubd por 30 min mas.
Posteriormente, se afiadieron 30 mL de solucion de bloqueo en una caja Petri (100
x15 mm), se sumergieron las laminillas y se dejaron incubando en el shaker a 55
r.pm por 45 min, se lavaron las laminillas con agua MiliQ, para eso; cada laminilla se
coloco en un tubo eppendorf de 50 mL y se le adicionaron 45 mL de agua MiliQ, se

mezclaron por inversion y se decanto el agua, se realizé 10 veces.
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4.3.6 Acoplamiento de proteinas con el fosfo-arreglo

En un tubo se le adicionaron 6 mL de solucion de acoplamiento, se le agrego la
proteina marcada con biotina, se mezclé. Posteriormente, en la camara de
acoplamiento, se adicionaron los 6 mL de la mezcla de la proteina con el
amortiguador de acoplamiento, y se sumergio la laminilla (fosfo-arreglo de
anticuerpos) suavemente, nos aseguramos de que estuviera completamente cubierta
con la mezcla y se dejo en el shaker de rotacién a 35 r.p.m durante 2 h a T.A.
Transcurrido el tiempo, se transfirio la laminilla, a una caja Petri (100x15 mm) y se
adicionaron 30 mL de solucion de lavado, se aumentd la revolucion a 55 r.p,m
durante 10 min, se desech6 la solucibn de lavado y se repiti6 este paso.
Posteriormente se hicieron los lavados, en un tubo falcon de 50 mL se coloco la
laminilla y se le adicionaron 45 mL de agua MiliQ se mezclé por inversion

suavemente durante 10 min, y se desecho el agua, se repitié 10 veces.

4.3.7 Deteccién antigeno/anticuerpo

Para la deteccidon de la interaccion Ag/Ac, se adicionaron 60 pL de estreptavidina
acoplada a Cy3 en 60 mL de amortiguador de deteccion; se colocaron 30 mL, de la
solucién anterior en una caja Petri y se sumergio la laminilla, se incub6 en el shaker
de rotacién a 35 r.p.m durante 20 min a T.A, cubierto de aluminio, se transfirio la
laminilla a una caja Petri nueva con 30 mL de solucion de lavado a 55 r.p.m durante
10 min a T.A, se repitid este paso. Posteriormente se hicieron los lavados, en un tubo
falcon de 50 mL se colocé la laminilla y se le adicionaron 45 mL de agua MiliQ se
mezclé por inversion suavemente durante 10 min, y se desecho el agua, se repitié 10
veces. Después, se toma la laminilla con los dedos del lado del cédigo de barras y se
sacudioé suavemente para eliminar el agua, se colocé la laminilla en un tubo falcon de
50 mL y se centrifugo a 1,300 r.p.m durante 5 min para secarla. Una vez seca, se

escaneo la laminilla en el Scanner GenePix® Microarray a 530 nM.

4.3.8 Anéalisis de datos

Para cada spot (1,100 spots por laminilla) de las laminillas, tanto de la control como
la transfectada con el miR-204, se obtuvé la sefal de intensidad media utilizando el

software mylmage Analysis. Después se llevo acabo la normalizacion de los datos,
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para eso obtuvimos el promedio de los 6 replicados para cada spot entre la sefal
media (la mediana de todos los datos de cada laminilla). Una vez generados los
datos, determinamos el radio de fosforilaciébn para cada Ab (spot) utilizando la
ecuacion:

Radio de fosforilacion= (fosforilada miR-204/ no fosforilada miR-204) / (fosforilada
control/ no fosforilada control).

Donde los valores van de 0-2, el punto de corte es 1, valores >1 disminuye el estado
de fosforilacion y <1 aumenta el estado de fosforilacion.

Se realizaron ensayos de western blot para validar el fosfo-arreglo.

4.4 Validacion del fosfo-arreglo mediante ensayos de
Western blot

4.4.1 Obtencidn de extractos proteicos totales.

Para la extraccion de proteinas totales, se lavaron tres veces los cultivos celulares
con PBS 1x pH7.0 frio, luego se incubaron con amortiguador de lisis TNTE frio (50
mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NacCl, 0.1% Tritén X-100, 1 mM EDTA) suplementado
con un céctel de inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) y se realiz6 un raspado en cada pozo para recuperar las células. A
continuacion, se centrifugaron a 12,500 r.p.m durante 10 min a 4°C y se recupero el

sobrenadante en microtubos de 1.5 mL.

4.4.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas en los extractos proteicos se utiliz6 el
método de Bradford. La curva patrén se construy6 utilizando una solucion de BSA (1
mg/mL). Las muestras se leyeron en espectrofotbmetro a una longitud de onda de
595 nm y los resultados se obtuvieron sustituyendo los valores de absorbancia de las
muestras en la ecuacion de la recta elaborada a partir de los valores de la curva
estandar. La ecuacién es: y= m x + b, donde y es la absorbancia 595 nm, m es la

pendiente, x es la concentracion de proteinas y b es la ordenada al origen.
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4.4.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

30 ug de proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12%. Para correr
el gel se empled una solucion amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92, 0.1% de

SDS pH 8.3. La electroforesis se llevé a cabo a voltaje constante de 100 V.

4.4.4 Transferencia de proteinas a membrana PVDF.

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se realizd la transfencia en la
membrana PVDF (polyvinylidene difluoride) (MILLIPORE). Para eso la membrana fue
activada previamente con etanol durante 20 seg. Transcurrido el tiempo la
membrana, el gel, los papeles whatman y esponjas se incubaron 15 min en la
solucion de transferencia de proteinas (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M vy, 20 % de
metanol). Se armo el casette y se realizo la transferencia en el Trans-Blot (BIORAD)
a 25V, 1.0 A a 40 min. Para confirmar la transferencia de proteinas a la membrana
se utilizé tincion con rojo Ponceau, inmediatamente después se lavo la membrana
con PBS 1x pH 7.

4.4.5 Ensayos de Western blot

Posterior a la transferencia, las membranas se incubaron en solucién bloqueadora
(5% de leche descremada en PBS 1x pH 7.4) durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se lavé la membrana con PBS-Tween20 (0.05%) durante 5 min, tres
veces, y se agregd el anticuerpo primario diluido (Tabla 3) en PBS 1x-Tween20
0.05%, se incubd toda la noche a 4°C, en agitacion. Después de la incubacion con
anticuerpo primario las membranas se lavaron tres veces en PBS 1x-Tween20 al
0.05 % y se adicionoé el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa diluido en PBS
1x-tween20 al 0.05%, se incub6 durante 1 h a T.A en agitacién. Posterior a la
incubacion del anticuerpo secundario las membranas se lavaron tres veces durante
10 min con PBS 1x-tween20 al 0.05% y se revelaron por quimioluminiscencia
incubando las membranas durante 5 min con el reactivo ECL (Amhersham
Pharmacia Biotech, USA). Cada membrana fue analizada en el equipo ChemiDoc
Imaging Systems (Biorad). Las bandas detectadas en las membranas se les realizé
un andlisis densitométrico empleando el programa mylmageAnalysis software

(Thermo Cientific).
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Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados para hacer el ensayo de inmunodeteccion.

Anticuerpo  Marca (# catalogo) Origen Dilucién
Akt Sigma-Aldrich p-2482  Raton 1:5000
p-Akt Santa Cruz sc-7985-R  Conejo 1:1000
Mek1 Serotec AHP904 Raton 1:1000
p-Mek1 Invitrogen 13-3500 Conejo 1:1000
MAPK Santa Cruz sc-27112 Ratén 1:500
p-MAPK Invitrogen 13-3500 Conejo 1:1000
PI3K Cell Signaling 4292S Conejo 1:1000
p-PI3K Cell Signaling 4228S Conejo 1:1000
Src Santa Cruz sc-19 Raton 1:500
p-Src MyBioSource y-416 Conejo 1:1000
HIF-1a Abcam Ratén 1:500

GAPDH Cell Signaling Conejo 1:1000




4.5 Analisis bioinformaticos.

Para la prediccion in silico de los blancos del miR-204 se utilizaron los programas
TargetScan version 5.2 (http://www.targetscan.org), PICTAR (http://pictar.mdc-

berlin.de/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi) y miRwak version 4.0 (http://zmf.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/ ). Cada programa fue utilizado con los parametros

que los programas generan por defecto. Se analizaron cuales de estos blancos
predichos estaban modulados en el phospho-antibody array y participaban en la

formacion del mimetismo vasculogénico.

4.6 Ensayos de mimetismo vasculogénico.
4.6.1 Condiciones de hipoxia

Las células MDA-MB-231, se sometieron a condiciones de hipoxia (1 % O32),
utilizando la camara de hipoxia modular (billupus-rothenberg), durante 48 h.

4.6.2 Ensayo de formacion de estructuras tipo capilar in vitro.

Para determinar si el miR-204 inhibe el mimetismo vasculogénico en condiciones de
hipoxia. 250,000 células MDA-MB-231 se sembraron y transfectaron con el pre-miR-
204 o pre-miR-Neg-Ctrl como se describi6 anteriormente, se sometieron a
condiciones de hipoxia (1 % O2) durante 48 h. Transcurrido el tiempo, se realizé un
cultivo en 3D, para eso la matriz extracelular, las placas de 96 pozos y las puntas
fueron incubadas a 4° un dia antes. 900 uL matriz extracelular se mezclaron con 100
UL de PBS 1x, la mezcla se homogeneizé lentamente por pipeteo en hielo evitando la
formacién de burbujas. 50 pL de matrigel diluida se distribuyd por pozo en una placa
de 96 pozos fria evitando la formacion de burbujas en los pozos. La placa de incubd
1 h a 37°C, pasado este tiempo se adicionaron 10,000 células MDA-MB-231 para
cada condicion, sin transfectar, transfectas con el pre-miR-204 y el control negativo
scramble, e inhibidores PI3K (Wortmannin), Src (PP2) y FAK (PF-573228), y se
incubaron en medio DMEM sin complementar. Adicionalmente, todos los grupos
fueron incubados a 37 °C, 5% CO2y 1 % Oz, por 12 h. Se tomaron imagenes a las 0
h, 3 h, 6 h, 9 hy 12 h. Se realizo el conteo de los tubulos formados, asi como los

puntos de ramificacion.
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4.6.3 Inhibicion de PI3K, FAK Y Src, utilizando inhibidores especificos

Todos los inhibidores comerciales fueron obtenidos de Sigma. El inhibidor FAK (PF-
573228), el inhibidor de Src (PP2) y el inhibidor de PI3K (wortmannin), fueron diluidos
en dimetil sulfoxido (DMSO) y subsecuentemente diluido a una concentracion de 10
MM

250,000 células MDA-MB-231 se sembraron en una placa de 6 pozos. Al dia
siguiente, las células fueron lavadas con PBS, y se incubaron con DMEM que
contenia PF-573228, PP2 o wortmannin a una concentracion final de 10 uM. Un pozo
con células MDA-MB-231 se tratdé con volumen igual de DMSO, que fue usado como
control en todos los experimentos. Después de 1 h se removi6 el medio, se remplaz6
con DMEM vy se incubaron a 37 °C, 5% CO2 y 1% O2 durante 48 h. Transcurrido el

tiempo se prosiguiod a realizar el ensayo de MV.

4.7 Construcciones pmiR-LUC-3"UTR.

4.7.1 Hibridacion y clonacion de las secuencias 3'UTR de los genes
PI3K y Src silvestres y mutadas

4 pares de oligonucleotidos correspondientes a un fragmento de 59 pb de la regién
3'UTR de los genes PI3K y Src (pro-oncogén) fueron disefiados, 2 pares de
oligonucledtidos correspondieron a la region 3'UTR silvestre de estos genes y los
otros 2 pares de oligonucleétidos presentan un cambio en 3 bases en el sitio de
union al mir-204 (Tabla 4). Cada par de oligonucle6tidos se re-suspendié a una
concentracion de 500 picomol (p/mol) y se le adiciono el amortiguador de hibridacién
a un volumen final de 20 L y se hibridaron a 95 °C durante 5 min, 70 °C durante 15
min y a 37 °C durante 45 min posteriormente, el duplex (sentido/antisentido) se
diluy6é a una concentracion final de 50 nanogramos por microlitro (ng/uL) y se corrid

en un gel de agarosa al 2 % para verificar la hibridacion.
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4.7.2 Ligacion de los insertos 3’'UTR dentro del plasmido pmiR-report-
Luc.

Una vez que los insertos fueron diluidos a 0.5 ng/uL, se preparé la reaccion de
ligacion (0.5 yL de T4 ADN ligasa (5 U/uL), 2 ul de amortiguador de ligasa T4 5x, 1
uL del vector pmiR-repor-luc (25 ng), para la relacion 1:3 se le agregaron 1.38 pl del
inserto (0.5 ng/uL), para la relacion 1:5 se le agregaron 2.3 pL del inserto (0.5 ng/pL)
y se llevé a un volumen final de 10 pL con agua libre de nucleasa. Como control
negativo se preparé una reaccion de ligacion sin el inserto. Las reacciones de
ligacidon se incubaron durante toda la noche a 14 °C. Los productos de las reacciones
de ligacion fueron empleados para transformar células E. coli DH5a competentes.
Todas las construcciones fueron expandidas y purificadas por lisis alcalina,

posteriormente se secuenciaron.
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Tabla 4. Oligonucleétidos correspondientes a la region 3’'UTR de los genes PI3K,
Src y FAK.

Oligonucledtidos silvestre

Fw wtFAK
Rv wtFAK
Fw wtPI3K
Rv wtPI3K
Fw wtSrc
Rv wtSrc

CTAGTCCAGCACTAGGGACTCAGACTCCAAAGGGAGGGATTTGAGTGAATTTTTTCCAA
AGCTTTGGAAAAAATTCACTCAAATCCCTCCCTTTGGAGTCTGAGTCCCTAGTGCTGGA
CTAGTCAAGAAAAGTAAATTTGAAGATTAAGGGAACTTACTTCTGCAAACTGTCTTGCA
AGCTTGCAAGACAGTTTGCAGAAGTAAGTTCCCTTAATCTTCAAATTTACTTTTCTTGA
CTAGTCCTTCAGAGCCAGCCGGCTATGAAAGGGAGCGAGCCCCTCGGCTCTGGAGGCA
AGCTTGCCTCCAGAGCCGAGGGGCTCGCTCCCTTTCATAGCCGGCTGGCTCTGAAGGA

Oligonuclettidos mutados

Fw mutFAK
Rv mutFAK
Fw mutPI3K
Rv mutPI3K
Fw mutSrc

Rv mutSrc

CTAGTCCAGCACTAGGGACTCAGACTCCGATTGATGGGATTTGAGTGAATTTTTTCCAA
AGCTTTGGAAAAAATTCACTCAAATCCCATCAATCGGAGTCTGAGTCCCTAGTGCTGGA
CTAGTCAAGAAAAGTAAATTTGAAGATTGATGACACTTACTTCTGCAAACTGTCTTGCA
AGCTTGCAAGACAGTTTGCAGAAGTAAGTGTCATCAATCTTCAAATTTACTTTTCTTGA
CTAGTCCTTCAGAGCCAGCCGGCTATGAACGTGGGCGAGCCCCTCGGCTCTGGAGGCA
AGCTTGCCTCCAGAGCCGAGGGGCTCGCCCACGTTCATAGCCGGCTGGCTCTGAAGGA
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4.8 Validacion de blancos mediante construcciones LUC-
3'UTR.

4.8.1 Transfeccion de las construcciones pmiR-LUC-PI3K, pmiR-LUC-
Src, pmiR-PISBK.MUT y pmiR-Src-MUT en células MDA-MB-231.

Una vez que se amplificaron y purificaron las construcciones pmiR-report-LUC.
200,000 células MDA-MB-231 se sembraron por pozo en una placa de 6 pozos y se
incubaron en condiciones normales, al dia siguiente las células fueron transfectadas
mediante lipofeccion en condiciones de esterilidad: (Reaccién de transfeccion para
un pozo), en un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 5 pg de las construccion
pmMiR-LUC-PI3K o pmiR-LUC-Src o pmiR-PI3BK.MUT o pmiR-Src-MUT y se mezclaron
con 150 pL de OptiMEM, por otro lado en otro tubo eppendorf de 1.5 mL se
colocaron 9 pL de lipofectamina 2000 reagent (invitrogen) y se mezclé con 150 pL de
OptiMEM. Ambos tubos se mezclaron por pipeteo, se les dio un spin y
posteriormente se incubaron durante 10 min a TA. Pasado el tiempo de incubacion
se mezclo6 el contenido de ambos tubos en uno solo por pipeteo, se le dio un spin y
se incubd por 10 min a TA para permitir la formacién de los complejos Lipofectamina-
ADN. Durante el tiempo de incubacion se les retiro el medio a las células y se lavaron
2 veces con PBS pH7.0, se les adicion6 1.8 mL de medio DMEM sin complementar.
Pasado el tiempo de incubacién se le adicionaron los complejos lipofectamina-ADN
(200 pL) correspondiente a cada pozo, y se mezclé lentamente con movimientos
circulares durante 1 min y se incubaron las células durante 4 h en condiciones
normales. Pasado el tiempo de incubacion se les retir6 el medio a las células y se les
adicion6 2000 yuL de DMEM debidamente complementado, las células se incubaron
en condiciones normales durante 24h. Como normalizador se utilizé6 el plasmido
pMIR-REPORT B-gal.

4.8.2 Co-transfeccion del pre-miR-204 y scramble en células
transfectadas con las construcciones pmiR-LUC-3"UTR.

Después del tiempo de incubacién con las construcciones pmiR-3"UTR las células
fueron co-transfectadas con el pre-miR-204 o el premiR-Neg-Ctrl o solo agente de
transfeccion. para ello en un tubo eppendorf de 1.5 mL se mezclaron 100 pL de

medio reducido Opti-Mem con 5 pL del agente de transfeccion siPORT™ Amine
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(Applied Biosystems) por cada pozo a transfectar, a la par en otro tubo eppendorf de
1.5 mL se mezclaron de 100 pL de medio reducido Opti-Mem con 7.5 pL del
precursor pre-miR-204 o del premiR-Neg-Ctrl (scramble) a una concentracion de 10
UM y se incubaron ambos tubos a TA durante 10 min, posteriormente se mezcl6 el
contenido de cada tubo eppendorf en uno solo, y se homogenizdé por pipeteo, se le
dio un spin y se incubd durante 10 min mé&s, posteriormente esta mezcla se depositd
en cada pozo junto con medio DMEM debidamente complementado (2.3 mL).Se
agité suavemente con movimientos circulares durante 1 min y se incubo durante 24 h
a37°Cy5 % de COa.

4.8.3 Deteccidén de la actividad de luciferasa.

Para la determinacion de la actividad luciferasa se utilizo el kit Dual-Luciferase
Reporter Assay System (promega) para ello primero se diluy6 el amortiguador de lisis
5x (CCLR) en agua a TA, las células se lavaron con PBS pH7.0. 150 pL del
amortiguador de lisis 1x se le adicionaron a las células y se mantuvieron en
agitacion durante 5 min en hielo, después se transfirié el lisado de células a un tubo
eppendorf de 1.5 mL y se agité con vortex 3 veces 10-15 seg, finalmente el lisado
celular se centrifugo durante 2 min a 12,000 g y 4 °C, se recuperé el sobrenadante,
en una placa de 96 pozos de fondo opaco y se colocaron 100 pL de Luciferase Assay
Reagent Il y 20 pL de lisado celular; se mezcl6 por pipeteo, la lectura de la placa se
realizd en equipo un lumindmetro Fluoroskan Ascent™ Microplate Fluorometer
(Thermo Scientific) con 2 seg de retardamiento antes de cada lectura seguida de

lecturas de 10 seg para cada pozo.
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V. RESULTADOS

5.1 Formacion del mimetismo vasculogénico en células MDA -
MB-231 bajo condiciones de hipoxia.

El mimetismo vasculogénico es la generacion de estructuras tipo capilar a partir de
células tumorales genéticamente desreguladas, permitiendo al tumor la obtencion de
nutrientes, el suministro de oxigeno y generar metastasis. Este mecanismo se ha
asociado un mal pronéstico (Vartanian et al.,, 2012). Por lo cual, el objetivo fue
determinar si las células MDA-MB-231 bajo condiciones de normoxia e hipoxia,
forman estructuras tipo capilar. En la figura 10, se observan células MDA-MB-231
crecidas en matrigel bajo condiciones de normoxia e hipoxia durante 0, 3, 6,9y 12 h.
Los datos muestran que las células bajo condiciones de normoxia muestran una
menor formacion de estructuras tipo capilar en comparacién con las células bajo
condiciones de hipoxia. Interesantemente, las células crecidas en condiciones de
hipoxia incrementaron significativamente la formacién de mimetismo vasculogénico a
partir de las 3 h. El nimero de puntos de ramificacién, marcados en azul, fue
dramaticamente incrementado en condiciones de hipoxia, 16 veces mas comparado
con normoxia, (Figura 10B). Asi mismo, la formacion de tubos capilares, marcados
en rojo, fue dramaticamente incrementado en condiciones de hipoxia 20 veces mas

comparado con normoxia a las 12 h (Figura 10C).

5.2 Anédlisis de la restauraciéon del miR-204 en células MDA-
MB-231 bajo condiciones de hipoxia.

Previamente, nuestro grupo de trabajo demostré que la expresion del miR-204 se
encuentra reprimido en tumores de cancer de mama, asi como lineas de CM. Asi
mismo, demostramos que tiene un papel importante en la inhibiciébn de la
angiogénesis (Flores-Pérez A, 2016). Con estos antecedentes, decidimos analizar si

miR-204 también participa en la inhibicion del mimetismo vasculogénico.
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Figura 10. Formacién del mimetismo vasculogénico en células MDA-MB-231
bajo condiciones de hipoxia. (A) Las células MDA-MB-231 de cancer de mama
mostraron la presencia de estructuras tipo capilar después de 3 h de incubacién
(Matrigel) en condiciones de hipoxia comparada con normoxia. (B) La grafica
representa la cuantificacion de los puntos de ramificacion después de las 0, 3, 6,9y
12 h bajo condiciones de normoxia e hipoxia. (C) La grafica representa la
cuantificacion de los tubos capilares después de las 0, 3, 6, 9y 12 h bajo condiciones
de normoxia e hipoxia. Los datos fueron expresados como promedio + SEM (Error

estandar de la media) ***p<0.001.

49



Para esto, se realiz0 la restauracion de la expresion del miR-204 en células MDA-
MB-231, transfectando el pre-miR-204, asi como, el control negativo (scramble).
Posteriormente, se realizé la extraccion del ARN, con el cual se realiz6 una reaccién
de RT-PCR para demostrar la restauracion de la expresion en la linea celular MDA-

MB-231 comparada con los controles (Figura 11).

5.3 El miR-204 inhibe el mimetismo vasculogénico inducido
por hipoxia.

Después de restaurar la expresion del miR-204, se investigo el papel del miR-204 en
el desarrollo del mimetismo inducido por hipoxia. Como se observa en la Figura 12,
la restauracion del miR-204 en células de cancer de mama MDA-MB-231 inhibi6 el
desarrollo del mimetismo vasculogénico inducido por hipoxia, comparando con el
control, asi como, con la secuencia scramble (Figura 12). En azul, se observan los
tubos capilares y en rojo, los puntos de ramificacién, podemos observan que ambas
estructuras se disminuyeron hasta en un 80% en las células transfectadas con el

miR-204, comparadas con las células control.

5.4 Vias de sefializacion que participan en el mimetismo
vasculogénico mediado por el miR-204.

Posteriormente, se evalud que vias de sefalizacion pudieran estar participando en la
inhibicion del mimetismo vasculogénico mediado por el miRNA-204. Para esto, se
analizé los niveles de expresion de multiples proteinas usando el Phospho Antibody
Arrays, asi como su estado de fosforilacién (Full Moon BioSystems, USA). Los datos
muestran que la restauracion del miR-204 en células MDA-MB-231 inhibe la
expresion y el estado de fosforilacion de 13 de 39 proteinas evaluadas (fold ratio
<1.0), como se observa en la figura 13. Estas proteinas estan involucradas en las
vias de sefializacion PI3K-Akt, MAPK y FAK (Figura 14, 15y 16).
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Figura 11. Anélisis de la restauracion del miR-204 en células MDA-MB-231 bajo
condiciones de hipoxia. Restauraciéon de la expresion del miR-204 comparada con
el control, asi como, el control negativo (scramble), en células MDA-MB-231 bajo

condiciones de hipoxia. Los datos fueron expresados como promedio + SEM.
*p<0.05.
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Figura 12. El miR-204 inhibe el mimetismo vasculogénico inducido por hipoxia.
(A) Las células MDA-MB-231 no transfectadas (panel izquierdo), scramble (panel
medio) y transfectadas con el pre-miR-204 (panel derecho), después de 12 h de
incubacion (Matrigel) en condiciones de hipoxia. (B) La grafica representa la
cuantificacion de los puntos de ramificacion (flecha roja) y tubos capilares (flecha
azul) después de 12 h de incubacién (Matrigel) en condiciones de hipoxia. Los datos

fueron expresados como promedio £ SEM. *p<0.01.
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Figura 13. Vias de sefalizacién inhibidas por el miR-204 en células MDA-MB-
231 bajo condiciones de hipoxia. (A) El mapa de calor representa los resultados
del fosfo-arreglo donde se muestra en color amarillo las proteinas con mayor
inhibicién el estado de fosforilacion por el miR-204. El valor de corte del estado de
fosforilacion fue de 1. Un valor de fold change menor a 1 significa disminucién en el
estado de fosforilzacion. (B) La grafica representa los valores del mapa de calor de
las 13 proteinas que se disminuyé su estado de forforilacion de las células

transfectadas con el miR-204.
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Figura 14. Analisis de las rutas de sefializacion PISK/AKT en la inhibicién del
mimetismo vasculogénico mediada por el miR-204. (A) Las proteinas VEGFR1,
VEGFR2, AKT, SHC y FKHR que participan en la via de sefializacion PI3K/AKT,
disminuyeron tanto la expresién de la proteina, asi como su estado de fosforilacion
en células que se restauro la expresion del miR-204 (barras negras) comparadas con
el control (barras blancas), en rojo se marcan las proteinas que son blanco directo
del miR-204. (B) Modelo hipotético de la participacion del miR-204 en la inhibicion del
mimetismo vasculogénico a través de la via de sefalizacion PI3K/AKT. Los datos

fueron expresados como promedio £ SEM. *p<0.05, *p<0.01.
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Figura 15. Analisis de las rutas de sefializaciobn FAK en la inhibicion del
mimetismo vasculogénico mediada por el miR-204. (A) Las proteinas FAK y Src
que participan en la via de sefializacion FAK, disminuyeron tanto su estado de
fosforilacibn, como la expresion de la proteina, en células que se restauré la
expresion del miR-204 (barras negras) comparadas con el control (barras blancas) ,
en rojo se marcan las proteinas que son blanco directo del miR-204. (B) Modelo
hipotético de la participacion del miR-204 en la inhibicibn del mimetismo
vasculogénico a través de la via de sefalizacion FAK. Los datos fueron expresados
como promedio = SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 16. Analisis de las rutas de sefializacion MAPK en la inhibicién del
mimetismo vasculogénico mediada por el miR-204. (A) Las proteinas RAF 1,
SHC, PKC, PLC, Elk 1y MAPKAPK2 que participan en la via de sefializacion de las
MAPK, disminuyeron tanto su estado de fosforilaciobn, como la expresion de la
proteina, en células que se restaurd la expresion del miR.204 (barras negras)
comparadas con el control (barras blancas), en rojo se marcan las proteinas que son
blanco directo del miR-204. (B) Modelo hipotético de la participacién del miR-204 en
la inhibiciébn del mimetismo vasculogénico a través de la via de sefializacion MAPK.

Los datos fueron expresados como promedio + SEM. *p<0.05, **p<0.01.
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5.5 Prediccion de los mRNA blancos del miR-204

Se determiné cuales son las proteinas desreguladas y que participan en el desarrollo
del mimetismo vasculogénico, moduladas por el miR-204 en la linea celular MDA-
MB-231 bajo condiciones de hipoxia; se analiz6 si los MRNAS de estas proteinas
podrian tener sitios de union para el miR-204. Para eso, se realiz6 una prediccion in
silico usando los software’s TargetScan, Diana tools y miRwalk. Se encontré que, en
la region 3'UTR de los mRNAs de los genes Fak, Src, factor de transcripcion ETS
(Elk1), proteina cinasa C alfa (PRKCA), proto-oncogén cinasa serina/treonina (Rafl),
proteina adaptadora Shc 1 (Shc) y MAPK, presentan sitios de union para el miR-204.
En el fosfofosfo-arreglo notamos que la fosforilacion de estas proteinas disminuyo,
las cuales participan en la formacion del mimetismo vasculogénico (Tabla 5). Asi
mismo, también encontramos que, las proteinas AKT1, AKT2, Receptor del factor de
crecimiento epidermal vascular 2 (VEGFR2), MEK1, fosfolipasa C gamma 2 (PLCy2)
y VEGFR1 se disminuyd su expresion, pero su mRNA no contiene ningun sitio de
unién para el miR-204, lo que hace pensar que su regulacion puede ser a través de
mecanismos indirectos mediados por dicho miRNA. Interesantemente, todas estas
proteinas estan involucradas en vias de sefializacion como: proliferacion, migracion,
metéstasis, angiogénesis y mimetismo vasculogénico en cancer de mama. (Paulis
YW, 2010). La disminucion de la activacion de las vias de sefalizacion puede estar

representada por la reduccién del estado de fosforilacion de todas estas proteinas.

5.6 Validacién del fosfo-arreglo por inmunodeteccion

Posteriormente, los resultados obtenidos del fosfofosfo-arreglo fueron validados
mediante ensayos de western blot usando anticuerpos especificos. Para ello se
obtuvieron, proteinas totales de la linea celular MDA-MB-231 transfectadas con el
miR-204 o secuencia scramble bajo condiciones de hipoxia. Con estos ensayos,
confirmamos la disminucion la reduccion del estado de fosforilacion de AKT, MEK1,
proteina cinasa activada por mitégenos 14 (p38a MAPK), PI3K y Src (Figura 17), asi
como la disminucién en la expresion de dichas proteinas, estos resultados sugieren

la inactivacion de las vias de sefalizacion PI3BK/AKT, MAPK y FAK.
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Figura 17. Validacion de los cambios en la expresién y fosforilacion de
proteinas moduladas en el fosfo-arreglo. (A) El ensayo de Western blot fue
aplicado para detectar el estado de fosforilacion y la expresion de Akt (Ser473), MEK
1 (Ser218/222), p38MAPK (Tyr180/182), PI3K (Tyr 458) y SRC (Tyr 418) en células
MDA-MB-231 en condiciones de normoxia (barras blancas), células sin transfectar
(barras negras), transfectadas con scramble (barras con diagonales) como controles
y transfectadas con el pre-miR-204 (barras con puntos). (B) Analisis densitométrico
de los western blot. Los datos fueron expresados como promedio + SEM. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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5.7 Analisis de la expresion HIF-1la y su participacion en el
desarrollo del mimetismo vasculogénico inducido por
hipoxia.

El microambiente hipdxico de los tumores afecta al metabolismo, la angiogénesis y la
supervivencia de las células tumorales orquestadas por el factor inducible de hipoxia
(HIF-1a). Las condiciones de hipoxia fueron simuladas in vitro usando una camara de
hipoxia modular (billupus-rothenberg), las células fueron incubadas durante 48 h en
condiciones de normoxia e hipoxia. Para determinar si el miR-204, abate la expresion
del HIF-1a de manera indirecta, se realizé un Western blot (Figura 18). En la figura
18, se observa que la proteina HIF-1 a aumentd su expresion en condiciones de
hipoxia comparada con normoxia y que el miR-204 disminuyd su expresion de esta

proteina en condiciones de hipoxia.

5.8 Participacion de las vias de sefializacion PI3K/AKT, MAPK
y FAK en la inhibicién del mimetismo vasculogénico.

Para determinar si las vias de sefalizacion PI3K/AKT, MAPK y FAK, participan en la
inhibicién del mimetismo vasculogénico mediada por el miR-204, se realizé el ensayo
de mimetismo vasculogénico como se menciona en materiales y métodos, utilizando
inhibidores especificos de PI3K, FAK y Src. Previo a eso se realizé un ensayo de
viabilidad celular con los inhibidores, en la figura 19 A, se observa que mas de 70 %
de las células son viables utilizando los inhibidores especificos a una contraccién de
10 uM, En la figura 19B, se observa se observan células MDA-MB-231 crecidas en
matrigel bajo condiciones de hipoxia durante 12 h utilizando diferentes inhibidores
PI3K (Wortmannin), Src (PP2) y FAK (PF-573228), se puede observar que los
distintos inhibidores abaten la formacion de mimetismo vasculogénico inducido por
hipoxia en comparacién con el control (DMSO). Y hay una disminucién hasta del 90
% en la formacién de tubos capilares y puntos de ramificaciébn, comparada con el
control (Figura 19 F-H).
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Figura 18. Analisis de la expresién de HIF-1a en células transfectadas con el
miR-204 bajo con condiciones de hipoxia. (A) El ensayo de Western blot fue
aplicado para detectar la expresion de la proteina HIF-1a en células MDA-MB-231 en
condiciones de normoxia (barras blancas), células sin transfectar (barras negras),
transfectadas con scramble (barras con diagonales) como controles y transfectadas
con el pre-miR-204 (barras con puntos). (B) Analisis densitométrico de los western

blot. Los datos fueron expresados como promedio + SEM. *p<0.05, **p<0.01.
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Figura 19. Participaciéon de las vias de sefalizacion PI3K/AKT, MAPK y FAK en
la inhibicion del mimetismo vasculogénico inducido por hipoxia. (A) Ensayo de
MTT en células MDA-MB-231 para determinar la viabilidad celular, utilizando los
inhibidores FAK (PF-573228), PI3K (wortmannin), Src (PP2) a 10 uM, y el control
(DMSO). (B) Células MDA-MB-231 de cancer de mama mostraron la presencia de
estructuras tipo capilar después de 12 h de incubacién (Matrigel) con DMSO
(control). (C) Inhibicion de las estructuras tipo capilar después de 12 h de incubacion
(Matrigel) en presencia del inhibidor FAK (PF-573228) a 10 pM. (D) Inhibicion de las
estructuras tipo capilar después de 12 h de incubacion (Matrigel) en presencia del
inhibidor PI3K (wortmannin) a 10 uM. (E) Inhibicion de las estructuras tipo capilar
después de 12 h de incubacion (Matrigel) en presencia del inhibidor SRC (PP2) a 10
UM. (F) La grafica representa la cuantificacion de los puntos de ramificacion y tubos
capilares después de 12 h de incubacion (Matrigel) en presencia del inhibidor FAK
(PF-573228). (G) La grafica representa la cuantificacion de los puntos de ramificacion
y tubos capilares después de 12 h de incubacién (Matrigel) en presencia del inhibidor
PI3K (wortmannin). (H) La grafica representa la cuantificacion de los puntos de
ramificacion y tubos capilares después de 12 h de incubacién (Matrigel) en presencia
del inhibidor SRC (PP2). Los datos fueron expresados como promedio = SEM.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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5.9 Clonacion de laregion 3'UTR de los genes PI3K y Src en
el vector pmiR-report

Para corroborar si el miR-204 puede reprimir a nivel postranscripcional los genes
PI3K y Src. Primeramente, se cloné la secuencia de nucleétidos correspondiente a la
region 3’'UTR de los genes PI3K y Src en el vector pmiR-report, rio abajo de la region
que codifica el gen de luciferasa. Ademas, se incluyeron en el andlisis tres
mutaciones puntuales en el sitio de unién de miR-204 predicho en la regiéon 3'UTR de
los genes PI3K y Src (tabla 5). En la figura 20 se puede observar una correcta
digestion del vector pmiR-report utilizando las enzimas Hindlll y Spel. Por otro lado,
se realizé la hibridacion de los oligonucle6tidos correspondientes a dichos genes, en
la figura 21A se observa en los dos primeros carriles los oligonucledétidos sin hibridar
de Srcy en el tercer carril el oligonucleotido hibridado de Src silvestres, seguidos de
los oligonucle6tidos mutados; y en figura 21B se observa en los dos primeros carriles
los oligonucledtidos sin hibridar de PI3K y en el tercer carril el oligonucle6tido
hibridado de PI3K silvestre, seguidos de los oligonucleétidos con la secuancia
mutada. Para verificar una clonacion exitosa, se realiz6 una PCR colony (figura 22) y

se verificd por secuenciacion (figura 23).

5.10 El miRNA-204 tiene dos genes blancos PI3K y Src
relacionados con el mimetismo vasculogénico.

Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes pmiR-LUC-PI3K y pmiR-LUC-Src,
tanto los silvestre como los mutados, se transfectaron en células MDA-MB-231.
Posteriormente, se realizd una co-transfeccion con el pre-miR-204, para analizar la
actividad de luciferasa. Los resultados mostraron que la actividad de la luciferasa se
disminuyé notablemente en las células MDA-MB-231 transfectadas con los
plasmidos pmiR-LUC-PI3K y pmiR-LUC-Src silvestres y el pre-miR-204 en
comparacion con las células transfectadas con los plasmidos mutados y el pre-miR-
204 (Figura 24). Tomados en conjunto, estos datos sugieren que el miR-204 atenua

la expresion de PI3K y Src, uniéndose en su region 3"UTR respectivamente.
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Plasmido pmiR-report

pb 6000 linearizado (6470 pb)

Figura 20. Doble digestion del pldsmido pmiR-report con las enzimas Hind Ill y
Spel .Carril 1. Marcador de 1kb. Carril 2. Plasmido pmiR-report, sin digerir (control).
Carril 3. Doble digestion del plasmido pmiR-report con las enzimas Hind Il y Spel,

tamafio esperado de 6,470 pb. Electroforesis analitica visualizada en un gel de

agarosa al 1.0 %.
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Figura 21. Hibridacion de los oligonucleétidos de la regiéon 3'UTR de los genes
Src y PI3k visualizada en una electroforesis analitica en gel de agarosa al 2.0 %.
(A). Carril 1. Marcador de 100 pb. Carril 2. Oligonucleétido sentido de la region
3’UTR del gen Src silvestre. Carril 3. Oligonucleotido antisentido de la region 3'UTR
del gen Src silvestre. Carril 4. Oligonucleotidos hibridados de la regiéon 3'UTR del gen
Src silvestre. Carril 5. Oligonucleétido sentido de la region 3"UTR del gen Src
mutado. Carril 6. Oligonucledétidos hibridados de la region 3"'UTR del gen Src mutado.
Carril 7. Oligonucledtidos hibridados de la region 3"'UTR del gen Src mutado. (B).
Carril 1. Marcador de 100 pb. Carril 2. Oligonucleétido sentido de la region 3'"UTR del
gen Src silvestre. Carril 3. Oligonucle6tido antisentido de la region 3'UTR del gen
PI3K silvestre. Carril 4. Oligonucle6tidos hibridados de la region 3"'UTR del gen PI3K
silvestre. Carril 5. Oligonucleétido sentido de la regién 3"UTR del gen PI3K mutado.
Carril 6. Oligonucledtidos hibridados de la region 3"UTR del gen PI3K mutado. Carril
7. Oligonucledtidos hibridados de la region 3"UTR del gen PI3K mutado
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Figura 22. Productos de PCR colony de las distintas clonas visualizadas en
electroforesis en gel de agarosa al 2 %. . Marcador de 100 pb. Carril 1. Producto
de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-PI3K wt (1:3) Carril 2. Producto de la PCR a
partir de la clona pmiR-LUC-PI3K wt (1:5). Carril 3. Producto de la PCR a patrtir de la
clona pmiR-LUC-PI3K mut (1:3). Carril 4 Producto de la PCR a partir de la clona
pmMiR-LUC-PI3K mut (1:5). Carril 5 Producto de la PCR a partir de la clona 2pmiR-
LUC-PI3K mut (1:5). Carril 6. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src
wt (1:3). Carril 7. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src wt (1:5).
Carril 8. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src mut (1:3). Carril 9.
Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src mut (1:3). Carril 10. Producto
de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src mut (1:5).
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Figura 23. Verificacion de las clonas obtenidas. (A) Plasmidos purificados de la
PCR colony positivos para la secuenciacion. Marcador de 100 pb. Carril 1. Producto
de la PCR a patrtir de la clona pmiR-LUC-PI3K wt (1:3) Carril 2. Producto de la PCR a
partir de la clona pmiR-LUC-PI3K wt (1:5). Carril 3. Producto de la PCR a patrtir de la
clona pmiR-LUC-PI3K mut (1:3). Carril 4 Producto de la PCR a partir de la clona
pmMiR-LUC-PI3K mut (1:5). Carril 5. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-
LUC-Src wt (1:3). Carril 6. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src wt
(1:5). Carril 7. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src mut (1:3). Carril
8. Producto de la PCR a partir de la clona pmiR-LUC-Src mut (1:5). (B)
Secuenciacion de la clona pmiR-LUC.wt (1:5). (C) Secuenciacion de la clona pmiR-

LUC.Src wt(1:5)
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Figura 24. PI3K y Src son blancos predichos del miR-204. (A) Representacion
esquematica de construcciones de p-miR que contienen la region 3’'UTR de los
genes PI3K y Src, clonados rio abajo del gen de luciferasa. Las mutaciones
puntuales en el sitio de union miR-204 predicho en la region 3'UTR de los genes
PI3K y Src se indican en negrita. (B) Ensayos de luciferasa en células MDA-MB-231
transfectadas con pre-miR-204 y con cada una de las cuatro construcciones. Los
datos fueron expresados como promedio + SEM. **p<0.01, ***p<0.001.
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V. DISCUSION

En contraste con estudios previos, demostramos que el desarrollo del MV fue
inducido por hipoxia en los primeros tiempos (3 h) de incubacién en matrigel. En
segundo lugar, observamos por primera vez que la restauracion de la expresion del
miR-204 redujo fuertemente el niumero de puntos de ramificacion y las redes
tubulares capilares 3D sugiriendo un papel importante para miR-204 en el desarrollo
de MV. En tercer lugar, utilizando el fosfo-arreglo encontramos que el miR-204
disminuye la expresion de multiples proteinas implicadas en la activacion de las vias
de sefalizacion como PI3K/AKT, MAPK, VEGF y FAK/SRC y también encontramos
la disminucion en el estado de fosforilacion de estas proteinas. Cuatro, hemos
demostrado que el MV también se suprimié después del tratamiento con inhibidores
especificos de PI3K, SRC y FAK. Por ultimo, utilizando el ensayo de luciferasa
comprobamos que el miR-204 tiene como blancos directos a PI3Ky SRC.

EI MV es el fenbmeno en el que las células cancerosas imitan las células
endoteliales formando vasos sanguineos. La formaciébn de vasos sanguineos
tumorales es causada no sélo por la angiogénesis dependiente de las células
endoteliales del huésped sino también por el MV, que desempefia un papel
igualmente importante en este proceso (Li et al., 2016). EI MV fue descrito por
primera vez en 1999 por Maniotis y colaboradores, como un proceso en el cual las
células agresivas de melanoma pueden generar canales que facilitan la perfusion
tumoral independiente de las células endoteliales (Maniotis et al., 1999). EI MV se ha
observado en varios tumores agresivos, tales como CM, proéstata, ovario, pulmén,
rifion y tejidos de sarcoma, numerosos estudios han demostrado que la formacién de
MV es esencial para el crecimiento del tumor, la invasién y metastasis en tumores
malignos (Vartanian et al., 2012; Fan YZ, 2010; Hendrix et al., 2003). Para el CM,
existen escasos estudios sobre la asociacion entre MV y el prondstico de la
enfermedad. Recientemente, se ha encontrado que la formacion del MV, se asocia
con la progresiéon del tumor y a un mal prondstico en pacientes (Shen et al., 2017).

Sin embargo, la tasa de MV en pacientes con CM, aun no esté claro.
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El microambiente tumoral es una condicion fundamental para la malignidad del tumor
y es un factor clave en este proceso (Kirschmann et al., 2012). La hipoxia promueve
la progresion del tumor, ya que activa varias vias de sefializacion que promueven el
MV, lo que facilita la invasion, migracion y adhesion de las células tumorales,
contribuyendo asi a la neoplasia tumoral (Comito et al.,, 2011). En este estudio,
primero demostramos que la linea celular MDA-MB-231 de CM tripe negativo, bajo
condiciones de hipoxia forman estructuras tipo capilar a partir de las 3 h, sin
embargo, este patron se establecidé bien a partir de las 12 h (Figura 10). Mientras
gue, en condiciones de normoxia, hay menor formacion de estructuras tipo capilar y
se da a partir de las 9 h. Por lo que, podemos definir que esté fenbmeno es

dependiente del tiempo y de condiciones de hipoxia.

Posteriormente, investigamos el efecto del miR-204 en la inhibicibn del MV. En
estudios previos, el miR-204 fue reportado que actlia como un supresor de tumor en
varios tipos de cancer (Flores-Pérez et al., 2016; Wang et al., 2015; Zhang et al.,
2013; Imam et al.,, 2012; Huang J, 2010). Por ejemplo, nuestro grupo de trabajo
demostré que la expresion del miR-204 se encuentra reprimido en tumores de CM,
asi como lineas celulares de CM. Asi mismo, demostramos que tiene un papel
importante en la inhibicidn de la angiogénesis, proliferacion y migracion (Flores-Pérez
et al., 2016). Sin embargo, el papel del miR-204 en la inhibicion del MV no esta
definido. Nuestros resultados sugieren que la restauracion de la expresién del miR-
204 puede suprimir el MV, como se observa en la figura 12. Ademas, se conoce que
el miR-204 tiene multiples blancos que participan en la formacién del MV (Tabla 5),
tales como PI3K, FAK, Shc, Src, Raf, PKCA, ERK, MAPK14 y ELK 1. Los resultados
mostraron que inhibe las vias de sefalizacion PISK/AKT, MAPK y FAK (Figura 14, 15
y 16). Shc es otra de las proteinas que fue regulada por el miR-204, como se
observa en la figura 14. Estudios previos han demostrado que la proteina Shc es
capaz de promover la proliferacion celular y la angiogénesis en CM (Veeramani et al.,
2006; Lai et al., 2000). Esta proteina se encuentra sobrexpresada en varios tipos de
cancer (Grossman et al.,, 2007). Recientemente, se demostré6 que Shc regula la
activacion de la via de sefalizacion PISK/AKT (Zhang et al., 2015). Se conoce que la

via de sefalizaciéon PI3K/AKT regula la migracion, proliferacion y angiogénesis.
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Estudios previos demostraron la participacion de esta via en la formacion de MV en
células de melanoma a través de la remodelacion de la matriz extracelular, asi como,
en cancer hepatocelular y glioma (Zhang et al.,, 2015; Chiablaem et al., 2014).
Nuestros resultados sugieren que la via de sefializacion PISK/AKT juega un papel
importante en la formacion del MV en CM, por lo que puede ser un blanco importante

para la inhibicion del MV.

Por otra parte, la via de sefalizacion FAK, es otra via clave que regula la formacién
de MV y que fue modula por la restauracion del miR-204 (Figura 14). Recientemente,
se ha demostrado que esta via es un importante mediador en el fenotipo agresivo en
CM, incluyendo MV (Lu et al., 2013). FAK es fosforilada en Tyr397 y Tyr576
causando su activacion, asi como la interaccidn y activacion de Src, que es otra
proteina que también fue regulada por el miR-204. Src es una proteina adaptadora
que regula la activacion de multiples vias de sefializacion como PI3K/AKT,
RAS/MAPK y FAK. Esta ultima regula invasion, migracion y MV. Estudios recientes
han demostrado que regula el MV, a través de Erk1/2 otra proteina regulada por el
miR-204, incrementando los niveles de actividad de urocinasa, regulando asi la
invasion de las células agresivas de melanoma (Hess et al., 2005). También, Erk1/2
regula la actividad de MMP-2 y MT1-MMP, promoviendo asi la invasién y MV (Hess
et al., 2006; Hess et al., 2005). Interesantemente, estas observaciones implican que
FAK promueve el fenotipo agresivo y el MV, por lo que nuestros resultados obtenidos
en CM concuerdan con previos reportes en otros tipos de cancer, de este modo FAK
0 Src pueden ser blancos importantes para la inhibicién del MV. Ademas, nuestros
resultados también revelan la participacion de la via de sefializacién de las MAPK en
la formacion del MV (Figura 15). Genggiang Ling y colaboradores, reportaron la
regulacion del MV a través de la via de sefalizacion de las MAPK en glioma (Ji et al.,
2016).

Los multiples blancos del miR-204 en las vias de sefializacidén relacionadas con la
formacion de MV es una ventaja sobre los inhibidores especificos, ya que mas de
una via de sefalizacion puede contribuir a la formacion del MV. Ademas, como

hemos mencionado el MV esta regulado por condiciones de hipoxia; la hipoxia esta
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regulada por el HIF (Kirschmann et al., 2012). HIF es un factor de transcripcion ao/f3-
heterodimérico, que consiste en una subunidad, HIF-13, expresada constitutivamente
y otra subunidad, HIF-1a, cuya expresion se encuentra considerablemente regulada.
La expresion de esta uUltima la determina el ritmo de su sintesis y degradacion. La
subunidad HIF-1a, es un mediador bien establecido en cancer (Qiao et al., 2015;
Kirschmann et al., 2012). Estudios previos han demostrado su papel de HIF-1a en el
desarrollo tumoral (Semenza et al., 2003), la sobreexpresion HIF-1a se ha asociado
con un prondstico desfavorable en la mayoria de los canceres porque activa genes
qgue regulan el metabolismo del cancer, la angiogénesis, invasion, diferenciacion
celular, inestabilidad genética y metastasis (Semenza et al.; 2016; Wellmann et al.,
2004). Nosotros analizamos la expresion de HIF-1a ya que las vias de sefalizacion
PISK7AKT, FAK y MAPK que participan en el MV reguladas por el miR-204
convergen en HIF-1a. Pudimos encontrar que HIF-1a esta sobrexpresado en la linea
celular de CM, bajo condiciones de hipoxia. Y que al restaurar la expresién del miR-
204 se abate dicha expresién como se observa en la figura 18. Por lo que nuestros
datos sugieren que el miR-204 esta inhibiendo la formacién del MV a través de la
modulacién de multiples vias de sefializacidén, de este modo pudimos proponer un
modelo hipotético de como el miR-204 inhibe el MV a través de mdltiples vias de
sefializacion (Figura 25).

Nuestros resultados indican que PI3K y Src son novedosos genes blancos del miR-
204 que participan en la formacion del MV, la interaccién directa entre el miR-204 y
los mMARN’s (ARN mensajero) de PI3K y Src se apoya de varias evidencias: (1) las
regiones 3'UTR de los mMARN’s de PI3K y Src contiene sitios de union para el miR-
204 respectivamente; (2) el miR-204 suprime la actividad del gen reportero de
luciferasa que contiene la region 3'UTR de PI3K y Src (Figura 23); (3) el miR-204
reprime los niveles expresion de las proteinas PI3K y Src; (4) La inhibicion de PI3K 'y

Src con inhibidores especificos abatié la formacién del MV (Figura 19).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que miR-204 actda como un supresor de
tumor en cancer de mama triple negativo, inhibiendo la formacién de MV inducido por

hipoxia, a través de la regulacién negativa de sus blancos directos PI3K y Src. Los
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datos sugieren que el efecto del miR-204 esta mediado por mdultiples vias de
sefalizacion como PISK/AKT, FAK y MAPK. Nuestros hallazgos son alentadores y
sugieren que el miR-204 juega un papel importante en la regulacién del MV y podria
ser dirigido para el desarrollo futuro de un tratamiento para pacientes con cancer de

mama triple negativo, especialmente los que forman MV.
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Tabla 5. Prediccion de genes blancos del miR-204 desregulados en el fosfo-arreglo

que participan en la formacién del MV.

Gen Target Diana miR Funcion Referencia

blanco Scan tolos walk

SHC1 v v v Regula la activacion de vias de Ahn R, et al. Cancer
sefializacion en células de cancer Res. 2013 Jul
de mama. 15;73(14)

PIK3CA - v v Participa en la formacién de MV  Hess AR, et al.
mediante la regulacion de la de Cancer Res. 2003
actividad de MT1-MMP, MMP - 2y  Aug 15;63(16):4757-
la escision de la cadena Ln— 592 62

SRC1 V4 N4 Regula la activacion de vias de Zibara K, et al. Cell
sefializacion P13k/Akt y  Commun Signal. 2016
Ras/MAPK. Nov 12.

Raf1l V4 V4 V4 Promueve la activacién de la via Huang B, et al. Med
de sefializacion MEK/ERK, que Oncol. 2015
participan en la formacion MV. Jan;32(1):

PRKCA V4 N4 V4 PKC-a activa ERK1 / 2 que media Huang B, et al. Med
a las MMPs, participando asi enla  Oncol. 2015
plasticidad de la matriz, migracion, Jan;32(1):
invasion y formacion MV

PTK2 - - V4 FAK activa ERK1 / 2 que media a Hess AR, et al. Cell
las MMPs, participando asi en la  Cycle. 2006
plasticidad de la matriz, migraciéon, Mar;5(5):478-80.
invasion y formacion MV

MAPK1 N4 N4 V4 Activa a las MMPs, participando Hess AR, et al.
asi en la plasticidad de la matriz, Cancer Res. 2005
migracién, invasion y formacién Nov 1;65(21):9851-
MV 60.

MAPK14 - - v Participa en la formacion de MV Ling G, etal. IntJ
mediante la regulacion de la Oncol. 2016 Oct 7.
escision de la cadena Ln— 5g2

Elk1 - V4 v Es un factor de transcripcion, que  Kim HR, et al. Mutat

regula la expresibn de la
prostaglandina E2 (PGE2) y COX-
2. que participan en el MV.

Res. 2014 Oct;768:6-
15.
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VIl. CONCLUSIONES

e Las células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia muestran una mayor
formacion de estructuras tipo capilar representativas de mimetismo

vasculogénico en comparacion con normoxia.

e La restauracion de la expresion del miR-204 inhibe el mimetismo

vasculogénico en células MDA-MB-231 bajo condiciones de hipoxia.

e La restauracion del miR-204 inhibe la expresion y el estado de fosforilacion de

13 de 39 proteinas evaluadas en el Phospho Antibody Arrays.

e EIl miR-204 tiene genes blancos en multiples vias de sefalizacion como son
PI3K-Akt, RAF1-MAPK y FAK

e Se confirmdé la disminucién de la activacion de las vias de sefalizacion
PISK/AKT, MAPK y FAK por la reduccién del status de fosforilacion de AKT,

MEK1, p38a MAPK, PI3Ky Src.

e La inhibicion de las vias de sefializacion PISK/AKT, MAPK y FAK utilizando

diferentes inhibidores abaten la formacion de mimetismo vasculogénico.
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IX. ANEXOS

Preparacion de Buffer Fosfato Salino (PBS) 10x, pH. 7.4

Reactivos Cf 100 mL
NacCl 1.380 M 80.6 g
KCI 30 mM 2249
KH2POs 15 mM 209
NazHPOs 81 mM 1159
H20 Cbp 1L

Preparacién de solucion RF1 para células ultracompetentes, ajustar el pH. 5.8 acido
acético 0.2 M.

Reactivos Cf 500 mL
RbCI 100mM 649
MnCl24H20 50 mM 49¢g
Ack 30 mM 1.47¢g
CaCl22H20 10 mM 0.75¢g
Glicerol 15 % 59.5 mL
H20 cbp 500 mL

Preparacion de soluciébn RF2 para células ultracompetentes, ajustar el pH. 6.8 con

hidréxido de sodio.

Reactivos Cf 100 mL
RbCI 10 mM 0.12¢g
MOPS 10 mM 2 mL
CaCl2H20 75 mM 1.1g
Glicerol 75 % 17.0 mL
H20 cbp 100 mL
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Medio SOB

Reactivos Cf 100 mL
Bactotriptona 2% 29
Extracto de levadura 0.5 % 05g¢g
NacCl 10 mM 0.05¢
KCI 2.5 mM 0.018¢g
H20 cbp 100 mL

% Soluciones para ensayos de inmunodeteccion

TNTE

Reactivos Cf
Tris-HCI 50 mM
NacCl 150 mM
Tritébn x100 0.1%
EDTA 1 mM

Geles de acrilamida

e Separador

Reactivos 10 % 12 % 15 %
Tris-HCIpH 8.8 [1.5M] 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL
Acrilamida 30 % 3.3mL 4.0 mL 5.0 mL
SDS 10 % 100 pL 100 pL 100 pL
PSA 10 % 100 pL 100 pL 100 pL
TEMED 4 pL 4 pL 4 pL

H20 4.0 mL 3.3mL 2.3 mL




e Concetrador

Reactivos 5mL
Tris-HCI pH 6.8 [1.5M] 1.26 mL
Acrilamida 30 % 0.83 mL
SDS 10 % 50 pL
PSA 10 % 50 pL
TEMED 5puL
H20 2.7 mL

Tris Glicina 10 X
Tris-base...30 g
Glicina...... 144 g

Buffer de transferencia
Tris-glicina 10 x...100 mL
Metanol.............. 200 mL

Buffer de corrida

Tris-glicina 10 x...100 mL

SDS 10 %........... 200 mL
HO. oo, cbp1L
TAE 50 X

Tris [2 M]............ 242.28 g

Ac. acético [1M]...57.1 mL
EDTA [0.05 M]....18.612 g
H20 cbp............. 1000 mL
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< Parametros de RT-PCR

e Rectrotranscripcion (RT)

Reactivos Cf Vol
dNTP’s 100mM  0.15pL
Multi scribe reverse 50 uL 1.0 yL
Buffer de reversa 10 x 1.5puL
Inhibidor de RNAsa 200 pL 0.16 pL
H20 libre de nucleasas  --- 4.16 pL
Primer RT 3 hL
ARN 10 ng SpuL

Parametros de ciclaje en el termociclador para RT
Temperatura

16 °C...30 min

42 °C...30 min

85 °C...5 min

e PCR- tiempo real con sondas TagMan

Reactivos Cf Vol
TagMan miRNA 20x 1pL
RT producto 1.33 pL

TagMan universal PCR mix 2 x 10 pL
H20 libre de nucleasas 7.67 pL

Parametros de ciclaje en el termociclador para PCR
95 °C...10 min

95 °C...15 seg 40 ciclos

60 °C...1 min
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e PCR colony

Reactivos Cf Vol (20 pL)
dNTP’s 10 mM 1pL

Buffer de PCR 10 x 2 uL

MgCl2 50 mM 0.6 pL
Primer sentido 10 uM 1L
Primer antisentido 10 uM 1L

Taq Pol 10 unit 0.1 pL

H20 libre de nucleasas  ---- 15.9 pL

Parametros de ciclaje en el termociclador para PCR colony
94 °C...10 min

94 °C...30 seg

-55°C..30 seg 25-35 ciclos

72 °C...1 min/Kb

e PCR de secuenciacion

Reactivos Cf Vol (20 pL)
Buffer de PCR 10 x 2 uL
Primer antisentido 10 uM 1pL
Bigdye -- 2 uL
Plasmido 400-600ng -

H-0 libre de nucleasas  cbp 20 pL

Parametros de ciclaje en el termociclador para PCR de secuenciacion
96 °C...6 min

96 °C...10 seg

50 °C...10 seg 40 ciclos

60 °C....4 min

60 °C ...10 seg
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Ahstract, Epithelial ovarian cancer is the fifth most frequent
cause of cancer death in women. In spite of the advantages
in early detection and treatment options, overall survival rates
have improved only shghtly in the last decades. Therefore,
alternative therapeutic approaches need to oveIcome resistance
and improve the patient survival and outcome. MicroRNAs are
evolutionary conserved small non-coding RNAs that function
a5 nezative regulators of pene expression by inhibiting transla-
tion of inducine deeradation of messenger RNAs. In cancer,
microRNAs are aberrantly expressed thus representing poten-
t1al prognostic biomarkers and novel therapeutic targets. The
knowledee of novel and unexpected functions of microR NAs
15 rapidly evolving and the advance in the elucidation of poten-
tial clinical applications deserves attention. Recently, a specific
set of micToRNAs dubbed as metastamiRs have been shown
to initiate invasion and metastasis in diverse types of cancer.
We reviewed the current status of microRNAs in development
and progression of ovarian cancer with a special emphasis on
tumor cells invasion and metastasis. Also, we show an update
of microRNA functions in oncogenic pathways and discuss

the current scenario for potential applications in clinical and
iranslational research n ovarian cancer.
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