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. RESUMEN
El cancer o carcinoma de mama, es una neoplasia maligna que tiene su origen
en la proliferacion acelerada e incontrolada de las células epiteliales de los
conductos glandulares o de lobulilos mamarios. Uno de los topicos mas
interesantes en relacion al cancer son las células troncales cancerosas (CSCs).
Para poder identificar estas células es necesario el uso de marcadores de
superficie especificos tales como ALDH1*y CD44*/CD24-, ademas de aquellos
que permiten identificar el numero de vias de sefializacion de células troncales
normales que pueden estar operando en CSCs. Por lo tanto puede haber una
desregulacion en los genes que modulan estas vias y provocar que haya una
actividad de las células troncales normales a cancerosas, esto puede ser
regulado mediante microRNAs (miRNAs), éstos son una familia de pequefios
ARNs monocatenarios no codificantes de 21-25 nucleédtidos, que regulan la
expresion génica al inhibir la traduccidén o inducir la degradacion de los ARNs
mensajeros (ARNm) blanco. La asociacién entre la expresion de miRNAs vy el
cancer fue mas evidente al determinar que un gran numero de genes que
codifican para miRNAs estan en regiones que comunmente sufren alteraciones
cromosodmicas en un proceso cancerigeno. En el presente trabajo analizamos el
perfil de expresion del microRNAoma (667 miRNAs) de una subpoblacién de
células troncales de la linea celular MCF-7 (CD44*/CD24°%) de cancer mamay
el analisis funcional del miR-583 desregulado en células MCF-7 troncales y
parentales, se analizé6 como gen blanco a GSK3pB, del cual se modificd la
expresion de la proteina una vez restaurada la expresion del miRNA, por lo cual
este miRNA podria estar implicado en la resistencia al tratamiento y en el

mantenimiento del estado troncal.

Palabras claves: cancer, microRNAs, células troncales, miR-583.



ABSTRACT

Cancer or breast carcinoma, is a malignant neoplasm that has its origin in the
accelerated and uncontrolled proliferation of the epithelial cells of the glandular
ducts or the lobule mammals. One of the most interesting topics regarding
cancer of cancerous stem cells (CSC). In order to identify these cells it is
necessary to use specific surface markers such as ALDH1 + and CD44 + /
CD24-, in addition to those that allow identification of the number of normal stem
cell signaling pathways that can be operated in CSCs. Thus there may be a
deregulation in the genes that modulate these pathways and cause normal to
cancerous stem cell activity to be regulated by microRNAs (miRNAs), these are
a family of small single-stranded RNAs not encoding 21-25 nucleotides, which
regulate gene expression by inhibiting translation or inducing degradation of
target messenger RNAs (mRNA). The association between miRNA expression
and cancer was more evident than the large number of genes coding for
miRNAs are in regions that commonly undergo chromosomal alterations in a
carcinogenic process. (667 miRNAs) from a stem cell subpopulation of the MCF-
7 (CD44 + / CD24- / low) breast cancer cell line and the functional analysis of
the deregulated miR-583 in trunk and parental MCF-7 cells, Was analyzed as
the target gene for GSK3B, from which the expression of the protein was
modified once the expression of the miRNA was restored, reason why this
miRNA could be involved in the resistance to the treatment and in the

maintenance of the trunk State

Key words: cancer, microRNAs, stem cells, miR-583.



Il. INTRODUCCION
El cancer es un término utilizado para definir a un conjunto de patologias
etiolégicamente distintas entre si, que se caracterizan por la pérdida del balance
entre la muerte celular programada y la proliferacion celular incontrolada,
debido a un dafo o alteracion genética. Una diferencia importante es que las
células cancerosas pierden la funcion y morfologia de la célula normal de la que
se originaron. Es una patologia con un desarrollo a veces muy lento que puede
durar varios afios, desde que una célula normal adquiere mutaciones que le
brindan la capacidad de proliferar de manera incontrolada hasta el estado

metastasico.

El cancer o carcinoma de mama, es una neoplasia maligna que se origina por la
proliferacion acelerada e incontrolada de las células epiteliales de los conductos
o glandulares de lobulillos mamarios. Es una patologia clonal, donde una célula
individual adquiere la capacidad de proliferacion incontrolada a través de una
serie de mutaciones somaticas o de la linea germinal, haciendo que se
produzca un tumor, el cual logra avanzar hasta la metastasis si no es tratado en

un estadio temprano.

Uno de los topicos mas interesantes en relacion al cancer es el de las células
troncales cancerosas. Cuando se observa un tumor bajo el microscopio, o se
analizan los genes expresados en las células del tumor, se pueden notar que no
todas las células del tumor son iguales. Las células en diferentes partes del
tumor pueden verse y comportarse de forma diferente. Esta variedad es
conocida como “heterogeneidad del tumor”. Las células troncales cancerosas
se definen por las siguientes propiedades: (a) la auto-renovacion, (b) la
capacidad proliferar continuamente y (c) una elevada tumorigenicidad a
diferencia de una célula cancerosa. Ademas, las células troncales cancerosas

presentan resistencia a los medicamentos y la metastasis. Por tanto, identificar



la célula que da origen a un tipo especifico de cancer ayudaria a entender la

iniciacion, prevencion y tratamiento del cancer.

Para poder identificar estas células es necesario el uso de marcadores de
superficie especificos para células troncales cancerosas tales como ALDH1* y
CD44*/ CD24-, ademas de aquellos que permiten identificar el nimero de vias
de senalizacion de células troncales normales que pueden estar operando en
células troncales cancerosas. La sefalizacion, que regula la biologia de células
troncales, se puede resumir en tres vias: sefalizacion de Hedgehog (SHH),
sefalizacion de Notch y sefalizacion de Wnt / B-catenina. Por lo que pudiera
presentarse una desregulacion en los genes que modulan estas vias y provocar
que haya una actividad de las células troncales normales a cancerosas, esto
puede ser regulado mediante microRNAs. Los microRNAs (miRNAs) son una
familia de pequefios ARNs monocatenarios no codificantes de 21-25
nucledtidos que regulan la expresion génica al inhibir la traduccidon o inducir la
degradacion de los RNAs mensajeros (RNAm) blanco. Se estima que hay mas
de mil miRNAs en el cuerpo humano y que uno solo de ellos puede regular

hasta 200 proteinas.

La funcién de los miRNAs es fundamental en todos los procesos celulares, por
lo que alteraciones en la expresion de los miRNAs pueden contribuir de manera
significativa en diversos procesos patoldgicos tales como el desarrollo del

cancer.

La asociacion entre la expresion de miRNAs y el cancer fue mas evidente al
determinar que un gran numero de genes que codifican para miRNAs estan en
regiones que comunmente sufren alteraciones cromosémicas en un proceso
cancerigeno. Mas de 186 genes de miRNAs se encuentran en regiones del
genoma asociadas con cancer, por lo que éstos pueden regular la funcion de
genes supresores de tumores y oncogenes contribuyendo al desarrollo de la

patologia.



lll. REVISION DE LA LITERATURA

A. CANCER

El cancer puede iniciar en cualquier tejido o célula del cuerpo humano.
Normalmente, las células crecen y se dividen para formar nuevas células a
medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen o se
dafian, mueren y son reemplazadas por células nuevas. Sin embargo, en el
cancer este proceso ordenado se descontrola y cuando las células se hacen
mas y mas anormales no mueren e incluso, proliferan de manera rapida e
incontrolada sin ser necesario, dando origen a una masa conocida como tumor
0 neoplasia. Eventualmente, las células tumorales pueden llegar a adquirir la
capacidad de invadir tejidos vecinos (tumores invasivos) y posteriormente llegar
a diseminarse hasta otros organos y tejidos sanos del cuerpo a través del
torrente sanguineo y el sistema linfatico en un proceso conocido como
metastasis. Los nuevos tumores generados por este proceso son denominados
tumores secundarios 0 metastasicos. Finalmente, la generacién de estos
tumores en distintos 6rganos vitales provoca el mal funcionamiento de ellos,
llevando a la muerte. A pesar de que la mayoria de los canceres son
generalmente asociados con la vejez, ningun grupo de edad es inmune a esta

enfermedad (National Cancer Institute, 2015).

Las células cancerosas tienen la capacidad de formar nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) para conseguir nutrientes y formar un
microambiente adecuado para el crecimiento del tumor y eliminacion de

productos de desecho (National Cancer Institute, 2015).

La palabra cancer proviene del griego karkinos (kapkivog), que significa
“cangrejo”, nombre dado en la antigliedad a esta enfermedad por la forma que
adopta el crecimiento tumoral (Dorland, 2005). Por otro lado, el término
neoplasia significa, acorde a sus raices etimologicas, “tejido en nueva

formacion”, clinicamente se le denomina asi a un tumor o crecimiento irregular



sea benigno o no; aunque por lo regular se aplica a los tumores malignos
sustituyendo la palabra cancer. En la actualidad se conocen mas de 100 tipos
de cancer, que toman su nombre de acuerdo al 6rgano donde se origina,
pudiendo ser agrupados en categorias mas amplias de acuerdo a su origen
celular, por ejemplo cuando el cancer se origina en células epiteliales que
revisten o cubren organos internos es denominado carcinoma, y se le da el
nombre del 6rgano que esté afectando; cuando el carcinoma proviene de
células que constituyen el lumen o revestimiento interno de las glandulas de
secrecion externa y poseen propiedades de secrecibn se denomina
adenocarcinoma; es llamado sarcoma cuando se origina en células de sostén o
del tejido conjuntivo o tejidos mesodérmicos como el hueso, cartilago, musculo
y vasos sanguineos, cuando el cancer afecta células de la medula 6sea es
llamado leucemia, en cambio cuando se origina en membranas serosas y que
pueden tener componente epitelial o mesenquimatoso es denominado
mesotelioma (Dorland, 2005; Kumar y col., 2005; Ruddon, 2007; WHO, 2015).

B. ONCOGENESIS

El cancer es una patologia con un desarrollo a veces muy lento que puede
durar varios anos, desde que una célula normal adquiere mutaciones que le
brindan la capacidad de proliferar de manera incontrolada hasta el estado
metastasico. Cuando una célula normal se transforma en una célula maligna lo
hace mediante un proceso llamado oncogénesis. Los cambios resultantes
pueden interrumpir el crecimiento normal de la célula, transformando
gradualmente las células normales en células cancerosas. Este proceso consta
de tres etapas: inicio, promocién y progresion (Hennings y col., 1993; Ruddon,
2007).

1. Inicio
La célula adquiere a lo largo de la vida de un ser humano, una serie de

mutaciones o alteraciones genéticas que le confieren un caracter de célula



“maligna”. En el cuerpo humano existe una amplia gama de ellas que van desde
células que tienen mutaciones germinales y que predisponen una mayor
susceptibilidad a desarrollar cancer y aquellas células con mutaciones
somaticas (como las inserciones, deleciones, rearreglos, incremento o
reduccion del numero de copias), asi como eventos epigenéticos reguladores
de la transcripcion. Estos fenomenos varian en cada tipo de tumor y cada
paciente, pero sin importar cual sea el tipo de mutacién, aquellas que no
contribuyen al desarrollo tumoral se conocen como mutaciones pasajeras,
mientras que aquellas que estan claramente implicadas en la oncogénesis se
conocen como conductoras “driver”. Estas ultimas son aquellas que motivan la
expansion clonal y se encuentran sometidas a una presion de seleccion natural
ejercida por el microambiente del tejido, por lo cual pueden estar presentes o no
en los estadios del tumor. Las mutaciones espontaneas que se dan en la etapa
de inicio, son causadas por agentes intrinsecos (producidas generalmente por
radicales libres y diversos productos del metabolismo celular) o extrinsecos, la
molécula que inicia esta cascada de mutaciones es denominada como “agente
iniciador”. Estos agentes pueden ser fisicos, como la radiacion ionizante,
quimicos, como el benceno o virales (Bishop, 1987; Hennings y col., 1993;
Clayson y col., 1994; Kumar y col., 2005; Ruddon, 2007; Loeb y Harris, 2008;
Stratton y col., 2009).

2. Promocioén

Durante la segunda etapa de la oncogénesis, se lleva a cabo el crecimiento
tisular, proceso que deriva en la eventual formacién del tumor. Este crecimiento
se ve favorecido por compuestos quimicos propios del cuerpo que inducen la
expansion clonal de las células afectadas. Entre estos se encuentran: el factor
de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y los factores de crecimiento transformante (TGF-8 y TGF-a),

entre otros. En diversos tipos tumorales ha sido evidenciada la sobreexpresion



de receptores a los diversos factores de crecimiento mencionados
anteriormente. Como consecuencia de esto, la autoinduccion o activaciéon
constitutiva, permite que estos receptores emitan una cascada de sefalizacion
correspondiente aun en ausencia de sus ligandos. Entre los receptores mas
destacados tenemos el receptor de Her2 en cancer de mama y el EGFR en
cancer de pulmén (Kumar y col., 2005; Ruddon, 2007; Gunduz M, 2011).

Finalmente, en esta etapa de crecimiento el tumor requiere una mayor cantidad
de nutrientes y de oxigeno, por lo que requiere vascularizarse (angiogenesis),
accion que es promovida por los factores de crecimiento endoteliar vascular
(VEGF) (Hennings y col., 1993; Stratton y col., 2009; Gunduz M, 2011)

3. Progresion

En esta etapa, a través de cambios sucesivos en las neoplasias se generan
cada vez mas subpoblaciones de células mas “malignas”, las cuales tienen la
capacidad de invadir tejidos vecinos (tumor invasivo) o a distancia (tumor
metastasico). La pérdida de las moléculas de adhesioén celular, tales como
integrinas, cadherinas, cateninas y anillos de actina que estan relacionadas con
el contacto célula-célula y célula-matriz extracelular, son degradadas por
metaloproteasas de matriz (MMPS). Esto es el comienzo de un proceso
conocido como transiciéon epitelial-mesénquima, en el cual las células epiteliales
tumorales se convierten en células migratorias. Durante la transicion epitelial
mesenquimal, se hace evidente la transcripcion del gen Twist1, que actua
favoreciendo la sobreexpresion de MMPS y reprimiendo elementos como TIMP
(proteina inhibidora de las metaloproteasas). Finalmente, las células tumorales
pierden la polaridad apico-basal lo que lleva a la desorganizacion de la
membrana basal. A nivel microscopico las células pierden su forma
caracteristica, fendomeno que es conocido como anaplasia (Kalluri y Weinberg,
2009; Jordan y col., 2011; Martin de Civetta y Civetta, 2011; Thomson y col.,
2011).



Una caracteristica frecuente durante la progresion tumoral es la generacion de
estructuras con alta actividad del citoesqueleto de actina llamadas invadipodios
que contienen altos niveles de MMPS, las cuales a su vez, al degradar la matriz
facilitan el paso de las células migrantes por el estroma y permiten un mayor
acceso a los factores de crecimiento embebidos en ella. El primer obstaculo que
enfrentan las células invasoras es atravesar la membrana basal y
posteriormente superar otras barreras quimicas del medio ambiente ajeno como
el cambio de pH, la carencia de oxigeno (hipoxia), ademas de ser capaces de
evadir el sistema inmunologico y confrontar citocinas inhibitorias (TNF-a y TGF-
B). Es entonces cuando comienza la metastasis, la cual se ve influida por el
patrén de flujo sanguineo y la presencia de factores quimioatrayentes en él,
afines al conjunto de receptores expresados en la superficie de la célula tumoral
(Hennings y col., 1993; Heldin y col., 2009; Kalluri y Weinberg, 2009).

C. METASTASIS

A medida que la progresion tumoral avanza, las células pierden su capacidad
de adherencia y se separan de la masa tumoral para invadir tejidos vecinos.
Estas células también entran a la sangre y linfa para ser transportadas a otros
organos o tejidos a distancia desde el sitio de crecimiento primario y poder
convertirse en tumores secundarios, esto es conocido como el proceso de
metastasis (Devi, 2005).

La metastasis se lleva a cabo a través de un largo proceso denominado
“‘cascada metastasica” de la cual se identifican diversos pasos, como:
crecimiento del tumor primario y division celular irregular, invasion al tejido
aledano al tumor y ruptura de la lamina basal, intravasacion al sistema
circulatorio o linfatico, circulacién y sobrevivencia de la célula tumoral en el
sistema circulatorio, extravasacion a un sitio distante de la lamina basal de otro

tejido, proliferacion del cancer en el sitio metastasico, formacion de



micrometastasis en el sitio afectado y colonizacion progresiva (Ruddon, 2007,
Martin de Civetta y Civetta, 2011).

Actualmente no se ha determinado el por qué dependiendo del tipo de tumor,
las células metastasicas invaden 6rganos de manera preferencial como en el
caso del cancer de prostata invade principalmente hueso, cancer de colon a
higado y cancer estbmago a ovarios en mujeres. Con respecto a esto, la teoria
de la semilla y el suelo “seed and soil” generada desde 1889, explica que las
células tumorales necesitan un lugar quimicamente semejante a su tejido de
origen. Por ejemplo, las células tumorales mamarias suelen necesitar iones de
calcio para sobrevivir, por lo que los huesos representan un ambiente propicio
para asentarse. En contra parte, James Ewing propone 30 afios después, que
la metastasis esta influenciada por rutas anatémicas y mecanicas del cuerpo.
En el cancer de mama por ejemplo, se suele invadir ganglios linfaticos
regionales y axilares, lo que se conoce clinicamente como nodo positivo o
enfermedad regional. Independientemente de cual sea la explicacion mas
adecuada al fenomeno de la metastasis, es este ultimo proceso el que lleva a la
muerte al paciente al diseminar la enfermedad en el resto del cuerpo (Fidler,
2003).

D. ANATOMIA DE LA MAMA

Las glandulas mamarias son los 6rganos encargados de producir leche en
mamiferos. Estan presentes en ambos sexos. En el hombre se mantienen
rudimentarias toda la vida, en cambio en la mujer estan poco desarrolladas
hasta antes de la pubertad, cuando empieza el proceso de maduracion. El
maximo desarrollo de estas glandulas se produce durante el embarazo y
especialmente en el periodo posterior al parto, durante la lactancia (Netter,
2011).

En el humano son dos glandulas de forma hemisférica situadas en la parte

anterior del térax. Su forma varia segun caracteristicas personales, genéticas y

10



en la misma mujer acuerdo a la edad y paridad. La mayor parte de la masa de
la mama esta constituida por tejido glandular y adiposo. La base de la glandula
mamaria se extiende, en la mayoria de los casos, desde la segunda hasta la
sexta costilla, desde el borde externo del esterndn hasta la linea axilar media. El
area superexterna de cada glandula se extiende hacia la axila y se denomina
“prolongacion axilar”. La cara profunda de la mama es ligeramente concava y se
encuentra en relacion con el musculo pectoral mayor, el serrato anterior y la
parte superior del oblicuo externo del abdomen. La mama esta separada de
estos musculos por la aponeurosis profunda. Entre ambas hay un tejido areolar
laxo denominado retromamario, éste permite que la mama tenga cierta
movilidad sobre la aponeurosis profunda que cubre al plano muscular. La cara
superficial de la mama esta cubierta por piel. Aproximadamente en el centro de
esta cara se encuentra el pezdén que esta en relacion al cuarto espacio
intercostal en la nulipara. La base del pezén esta rodeada por una zona de piel
hiperpigmentada, de 2.5 cm. denominada areola. El pezon contiene numerosas
fibras musculares lisas, en su mayoria de tipo circular, las que se contraen al
estimularlo mecanicamente, originando la ereccion del pezdén. La areola posee
numerosas glandulas sebaceas, entre ellas es posible reconocer algunas que
durante el embarazo y la lactancia determinan levantamientos de la piel de la
areola, denominadas glandulas de Montgomery, éstas contienen estructuras
histologicas similares a la parte glandular de la mama y producen una secrecion
grasa que lubrica el pezon y la areola. Bajo la areola se ubican las dilataciones
de los conductos galactoforos llamadas senos lactiferos, que acumulan leche y
el nifio debe exprimir al mamar (figura 1) (SSM, 2002; Netter, 2011).

Las glandulas mamarias estan compuestas por un parénquima glandular de
estructuras de origen embrionario ectodérmico denominadas acinos
glandulares. Los acinos son un conjunto de células alveolares secretoras que
estan organizadas formando una cavidad a la cual vierten la secrecion lactea.

Un conjunto de diez a cien acinos se encuentran unidos entre si por tejido
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conectivo y vasos sanguineos en una estructura denominada lobulillo. El
lobulillo y su conducto terminal forman la unidad terminal ductal lobular. El
conducto terminal se divide en dos regiones; intralobulillar y extralobulillar. Las
secreciones del lumen del acino son dirigidas a través del conducto terminal
intralobulillar hasta la porcion extralobulillar el cual se une con sus similares
para formar el conducto lobulillar, que recoge la secrecion lactea de todos los
acinos de un lobulillo mamario. Los conductos lobulillares se unen entre si para
formar el conducto interlobulillar, que al unirse con otros conductos de éste tipo,
forma el conducto intralobular, que toma su nombre de la estructura formada
por el conjunto de lobulillos conocida como Iébulo. Finalmente los conductos
intralobulares se unen para formar el ducto mamario, estructuras tubulares,
huecas y ramificadas que confluyen en los 15 a 24 conductos galactéforos (uno
por cada lobulo) que de manera independiente desembocan directamente al
pezon. Antes de llegar a él, bajo el area de la areola mamaria, se dilata
formando el seno lactifero, el que se angosta nuevamente al desembocar en el
pezon. Este ultimo es elemento que mas sobresale de la glandula mamaria y
esta rodeado de una zona pigmentada y circular de la piel, llamada la areola.
Los pezones estan formados por fibras de musculo liso dispuestos en circulo,
que comprimen los conductos galactéforos. Finalmente, por debajo de la
epidermis y rodeando a la glandula mamaria se encuentra tejido de sostén o
estroma, constituido por tejido conectivo fibroso y tejido adiposo que constituye
en un 90% a la glandula mamaria y que ocupa los espacios interlobulares.
(SSM, 2002; Netter, 2011; WHO, 2015)
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Anatomia de la glandula mamaria

Conducto

Pared del S Lobulillos

(ampliacion)
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Seno lactifero
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Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria. El esquema muestra la
organizacion basica de la mama. Se representan las conexiones con los vasos
linfaticos de la axila y la glandula mamaria, la ubicacién del pezén y la areola.
La organizacién de los l6bulos y una ampliacion del lobulillo.
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E. CANCER DE MAMA

El término "cancer de mama" hace referencia a un tumor maligno que se ha
desarrollado a partir de células mamarias. Es una patologia clonal, donde una
célula individual adquiere la capacidad de proliferacion incontrolada a través de
una serie de mutaciones somaticas o de la linea germinal, haciendo que se
produzca un tumor, el cual logra avanzar hasta la metastasis si no es tratado en
un estadio temprano. Generalmente, el cancer de mama se origina en las
células de los lobulillos, que son las glandulas productoras de leche, o en los
conductos, que son las vias que transportan la leche desde los lobulillos hasta
el pezén. Con menos frecuencia, el cancer de mama puede originarse en los
tejidos estromales, que incluyen a los tejidos conjuntivos grasos y fibrosos de la
mama (Knaul y col., 2009; NCI, 2015).

Con el paso del tiempo, las células cancerigenas pueden invadir el tejido
mamario sano circundante y llegar a los ganglios linfaticos de las axilas. Si las
células cancerigenas llegan a los ganglios linfaticos, obtienen una puerta de
acceso hacia otras partes del cuerpo. Los estadios del cancer de mama hacen
referencia a lo lejos que se han propagado las células cancerigenas mas alla
del tumor original. El cancer de mama no siempre se origina por una anomalia
genética. No obstante, un 5-10% de los casos son producto de una anomalia
heredada de la madre o el padre. En cambio, el 85-90% de los casos de cancer
de mama tienen su origen en anomalias genéticas vinculadas al proceso de

envejecimiento y el estilo de vida (NCI, 2015).

F. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

En el caso del cancer de mama se emplean diversos tipos de clasificacion.
Estas se basan en diversos elementos que incluyen desde caracteristicas
celulares hasta moleculares y permiten entender las caracteristicas clinicas,
histologicas y moleculares del tumor del paciente. Es importante mencionar que

dichas clasificaciones son utilizadas en la clinica para determinar el tratamiento,
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el grado de avance y hasta el prondstico de respuesta a una terapia, por lo cual
es de vital importancia comprender las diferencias entre cada una de ellas
(Bishop, 1987).

Para el cancer de mama, la clasificacion de mayor utilidad es la molecular. La
heterogeneidad molecular del cancer de mama puede ser clasificada con base
a sus perfiles de expresion gendmica en dos grupos y cinco subtipos: i) receptor
de estrogeno: RE* (subtipos luminal A y B) vy, ii) RE" (subtipos normal breast-
like, Her2/neu™ y basal-like). Diversos estudios han validado la utilidad clinica de
la clasificacion molecular evaluando la recurrencia y mortalidad distante,
demostrando ser mas poderosa que la histopatolégica como factor predictivo de
los diferentes tratamientos, lo cual resulta en un uso mas selectivo de la
quimioterapia, y con ello la reduccién de la toxicidad y de los costos econémicos
(Hidalgo Miranda y G., 2009).

G. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

De acuerdo a los datos mas actuales (2012), registrados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Se le atribuyen 8,2 millones de las defunciones
ocurridas en todo el mundo (13% del total). Mas del 70% de las muertes por
cancer se registraron en paises de ingresos bajos y medianos.
Desafortunadamente, el numero de fallecimientos por este padecimiento sigue
aumentando en todo el mundo y se estima que en el afio 2030 supere los 13,1
millones. En 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia a nivel
mundial fueron el de pulmén (1,8 millones de casos, 13,0% del total), el de
mama (1,7 millones, el 11,9%) y el cancer colorectal (1,4 millones, el 9,7%). Los
tipos de cancer que provocaron un mayor numero de muertes fueron los de
pulmoén (1,6 millones, esto es, el 19,4% del total), higado (0,8 millones, el 9,1%)
y estémago (0,7 millones, el 8,8%), siendo el cancer de mama el que ocupa el

primer lugar en el caso de las mujeres (IARC, 2012; WHO, 2015).
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1. Epidemiologia del cancer de mama en el mundo

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres en todo el mundo, pues
representa el 16% de todos los canceres femeninos. Se estima que en 2004
murieron 519,000 mujeres por cancer de mama y aunque este cancer esta
considerado como una enfermedad de paises de primer mundo, la mayoria
(69%) de las defunciones por esa causa se registran en los paises en desarrollo
(WHO, 2015).

La incidencia varia mucho en todo el mundo, con tasas normalizadas por edad
de hasta 99,4 por 100,000 habitantes en América del Norte. Europa oriental,
América del Sur, Africa austral y Asia occidental presentan incidencias
moderadas, pero en aumento. La incidencia mas baja se da en la mayoria de
los paises africanos, pero también en ellos se observa un incremento de la
incidencia de cancer de mama. Las tasas de supervivencia del cancer mamario
varian mucho en todo el mundo, desde el 80% o mas en América del Norte,
Suecia y Japén, pasando por un 60% aproximadamente en los paises de
ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% en los paises de ingresos bajos
(Coleman et al., 2008).

La bajas tasas de supervivencia observadas en los paises poco desarrollados
pueden explicarse principalmente por la falta de programas de deteccion
precoz, que hace que un alto porcentaje de mujeres acudan al médico con la
enfermedad ya muy avanzada, pero también por la falta de servicios adecuados
de diagndstico y tratamiento (WHO, 2015).

2. Epidemiologia del cancer de mama en México

A nivel mundial la edad promedio de las pacientes con cancer de mama es
alrededor de los 65 afios, esto contrasta de forma alarmante con los datos
reportados en nuestro pais, donde el promedio es de 55 afios, es decir una
década antes. Aunado a esto, hay que tomar en cuenta dos aspectos

importantes que acentuan éste panorama; el primero es que la enfermedad
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afecta mujeres de practicamente todas las edades y el segundo, es que la
poblacidon no so6lo en México, sino a nivel mundial, se vuelve mas vieja, lo que
quiere decir que en un periodo no muy lejano la poblacion femenina en edad de
riesgo sera alta. También es conveniente mencionar que los programas de
control poblacional y planificacion familiar actuales alientan la baja paridad y un
aplazamiento de los embarazos, que como se ha visto es un factor de riesgo
para el cancer de mama. Esto tiene serias implicaciones en la epidemiologia de

la enfermedad en nuestro pais (Key y col., 2001; Palacio-Mejia y col., 2009).

Ademas en el ano 2000, la Secretaria de Salud realiz6 la Encuesta Nacional de
Salud 2000 (ENSA-2000), la cual tuvo como objetivo indagar las condiciones de
salud y los patrones de uso de los servicios de salud en la poblacion mexicana
por edad y sexo. De acuerdo con los datos arrojados por la encuesta, de los
casi nueve millones de mujeres que representa la ENSA-2000, las mujeres
derechohabientes que acuden a la deteccidn de cancer de mama tienen algun
grado de escolaridad, y solo el 4.6% de ellas son analfabetas, esto sugiere que
el aspecto cultural es importante debido a que existen muchas mujeres que no
conocen como realizar una autoexploracién, o desconocen la transcendencia
real de ésta. También se encontré que de la totalidad de las pacientes
atendidas, solo el 20% de las mujeres presentaron algun tipo de molestia que
las llevo a realizarse la prueba de deteccion de cancer de mama, mientras que
el 80% restante realizé una revision rutinaria. Una muy baja proporcion de estos
casos fueron positivos (4%) y de esas mujeres, el 75% recibidé tratamiento. Este
ultimo punto es realmente interesante pues se desconoce si el 25% restante
recibid tratamiento privado o simplemente no lo recibié. Esto también es reflejo
del limitado alcance que tienen los sistema publicos de salud y cabe destacar
que el estudio se limita sélo a derechohabientes de los sistemas de salud
(INEGI, 2005)
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De acuerdo a los datos reportados por la Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer (IARC, International Agency for Research on Cancer)
publicados en la base de datos GLOBOCAN, se reveld que el cancer de mama
es la neoplasia de mayor incidencia y mortalidad entre las mujeres del mundo
(Figura 2). Segun a esta base de datos, durante el 2008 se diagnosticaron un
aproximado de 1.38 millones de nuevos casos de cancer (23% de todos los
canceres en mujeres), ocupando asi, el segundo lugar general (10,9 %) de los
canceres diagnosticados de novo (Figura 3A). De acuerdo al registro CI5 I-VIII
(Cancer Incidence in Five Continents), la incidencia del cancer de mama ha
aumentado en promedio, pasando de una tasa ajustada por edad o ASR=40 en
1960, a cerca de una ASR=70 en 1995 (Incidencia por cada 100,000 mujeres),
por lo que se puede afirmar que la incidencia aumenta afio con afno en todos los
paises. En los ultimos cinco afios, el cancer de mama se ha posicionado como
la neoplasia mas comun en mujeres, tanto en las regiones desarrolladas, como
en vias de desarrollo, con alrededor de 690,000 nuevos casos estimados en
cada region. Las tasas de incidencia varian de 19,3 por cada 100,000 mujeres
en el este de Africa a 89,7 por cada 100,000 mujeres en Europa occidental, y
son altas (superiores a 80 por 100,000) en las regiones desarrolladas del
mundo (excepto Japdn) y bajas (menos de 40 por 100,000) en la mayoria de las

regiones en desarrollo (IARC, 2012; Forman y col., 2014).

Por otra parte, aun considerando todos los tipos de neoplasia tanto en hombres
como en mujeres, el cancer de mama es el de mayor prevalencia mundial
(casos existentes), con un total de 5,189,028 mujeres que han padecido esta
enfermedad durante los ultimos cinco afios (Figura 3B) (Forman y col., 2014;
WHO, 2015).

En cuanto a la tasa de mortalidad, el ASR es de 6 a 18 (por cada 100,000
mujeres) en las regiones desarrolladas y ASR=10 en las regiones en desarrollo,

siendo el cancer de mama, la causa mas frecuente de muerte por cancer en
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mujeres tanto en los paises desarrollados (269,000 defunciones) como en las
regiones en desarrollo (189,000 muertes). Estas variantes en la tasa de
mortalidad, explican por qué, a pesar de ser el segundo cancer con mas
incidencia y el de mayor prevalencia, el cancer de mama se situa como la
quinta causa de muerte por cancer (sin considerar el género), reportando
durante el 2008 mas de 458,000 defunciones. En conclusion, los datos
muestran una realidad preocupante: en la mujer, el cancer de mama es la
principal causa de muerte por cancer en el mundo. En el afio 2005 la OMS
calculé que en los ultimos 20 afios han muerto un total de 7.6 millones de
mujeres a causa de esta enfermedad (IARC, 2012; Forman y col., 2014; WHO,
2015).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los canceres mas frecuentes a nivel
mundial en cada género. El grafico muestra las tasas de incidencia vy
mortalidad de los distintos tipos de cancer mas frecuentes en hombres y
mujeres alrededor del mundo. En el caso de las mujeres, es evidente que el
cancer de mama es la neoplasia con la mayor incidencia y mortalidad en ese
género. Modificada de GLOBOCAN.
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Figura 3. Incidencia y prevalencia de los distintos tipos de cancer en
ambos sexos a nivel mundial. a) La grafica muestra la incidencia de los
distintos tipos de cancer a nivel mundial, entre ellos observamos como el cancer
de mama se ha colocado como el segundo cancer mas diagnosticado en el
mundo entre todos los tipos de cancer. b) La grafica muestra la prevalencia de
los distintos tipos de cancer a nivel mundial, entre ellos observamos como el
cancer de mama es el mas prevalente entre todos los tipos de cancer.
Modificada de GLOBOCAN.
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En nuestro pais, los datos reportados por el IMSS durante la ultima década
posicionaron al cancer de mama como el segundo lugar entre las causas de
muerte por cancer en mujeres mexicanas, precedido por el cancer cervico-
uterino. Sin embargo, las cifras brutas de defunciones por cancer de cuello del
utero muestran desde el afno 2000 una tendencia decreciente constante,
mientras que las causadas por cancer de mama aumentan cada afio, para el
ano 2006 el cancer de mama se colocd como la principal causa de muerte por

cancer en mujeres mexicanas (figura 4).

Los reportes mas actuales en México establecidos por la organizacion SIPAM
(Salud Integral Para la Mujer A.C), indican que hace 10 afos las muertes
anuales por cancer de mama eran de aproximadamente 3,026 mujeres y para el
afio 2007 hubo un promedio de 4,200 muertes por esta enfermedad; lo cual
significa un aumento de un 38% en una década. Esto concuerda con las
tendencias de aumento del cancer de mama que se venian presentando con
anterioridad en algunos estados de nuestro pais, un ejemplo es el estado de
Jalisco, en donde el cancer de mama ocupa el primer lugar en mortalidad en
mujeres desde 1997, con una tasa estandarizada de mortalidad del 15.82% por
cada 100,000 mujeres. Estas diferencias regionales en la prevalencia de cancer
de mama en nuestro pais, muestran una mayor frecuencia de cancer de mama
en los estados del norte y centro del pais, donde las mujeres gozan de un
estado socioecondmico y cultural mas elevado, mientras que en los estados
donde predomina la poblacién indigena y de menor nivel socioeconémico (por
ejemplo: Chiapas, Oaxaca) la frecuencia es mucho mas baja, mientras que en
la ciudad de México se presentan el mayor numero de casos (figura 5). Estas
diferencias en la mortalidad pueden deberse a varios factores como
ambientales, el estilo de vida y la divergencia genética de la poblaciéon

mexicana (Palacio-Mejia y col., 2009).
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Figura 5. Tasa estandarizada de mortalidad por cancer de mama en las
regiones geograficas de México. La figura muestra las diferentes tasas de
mortalidad por cancer de mama registradas durante el afo 2005 en las

principales regiones geograficas de nuestro pais.
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Cabe senalar que los datos estadisticos proporcionados por la base de datos
GLOBOCAN sobre el cancer de mama en nuestro pais, muestran que durante
el afo 2008 este padecimiento tuvo el primer lugar en incidencia (13,939),
prevalencia (51,497) y mortalidad (5217) de todos los tipos de cancer en
mujeres mexicanas LO(IARC, 2012).

En los paises mas desarrollados, el numero de nuevos casos de cancer de
mama es mayor que en los paises pobres, pero de manera contraria el numero
de muertes es mayor en estos ultimos. Lo anterior muestra el efecto reductor en
la mortandad debido al acceso a procedimientos oportunos de deteccion y
tratamientos presentes en los paises industrializados y muy probablemente,
también refleje la influencia del estilo de vida en la incidencia de cancer de
mama, como pueden ser los patrones reproductivos y de alimentacion (Palacio-
Mejia y col., 2009; IARC, 2012).

H. FACTORES DE RIEGO EN CANCER DE MAMA

Existen elementos denominados factores de riesgo que pueden presentarse
solos o en conjunto y favorecer el desarrollo del cancer de mama. Estos
factores pueden estar presentes durante largos periodos de tiempo y
comprenden elementos intrinsecos (como la herencia genética) y extrinsecos
(como las habitos alimenticios y paridad) (Calderon-Garciduenas y col., 2000;
Key y col., 2001; WHO, 2015).

Dentro de los factores de riesgo mas conocidos se encuentran la menstruacion,
la menopausia y la edad avanzada. Durante el tiempo denominado ventana
estrogénica comprendido entre la edad de inicio de la menstruacion vy
menopausia, la exposicidon a estrégenos es continua lo cual es un factor critico
de la carcinogénesis. Esto se relaciona directamente con la edad debido a que
la incidencia de cancer de mama se incrementa duplicandose cada 10 afos
hasta la menopausia. Por otra parte, las mujeres que han tenido al menos un

embarazo a término tienen un 25% de reduccién en el riesgo de padecer cancer
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de mama. Una mujer con cinco o mas nifios tiene aproximadamente la mitad de
riesgo que una mujer nulipara. Aunado a esto, las mujeres que han
amamantado a sus hijos por un total de 25 meses o mas tienen un 33% menos
de riesgo de padecer cancer de mama que aquellas quienes nunca

amamantaron (Calderon-Garciduenas y col., 2000).

Otro factor de riesgo es la herencia genética. Diversos estudios muestran que el
riesgo de padecer cancer de mama aumenta al doble cuando la mujer tiene
familiares de primer grado afectados por esta patologia. Por otra parte, en
células germinales se han identificado algunas mutaciones genéticas que
predisponen a la enfermedad, estas son BRCA1, BRCA2, P53, PTEN y ATM
por lo que la presencia de estas variantes aumenta de forma considerable el
riesgo. Finalmente, en mujeres que han tenido cancer de mama el riesgo de
recurrencia o reaparicion del primer cancer es mayor (Calderon-Garciduenas y
col., 2000; Key y col., 2001; Devi, 2005).

Con respecto a los habitos y costumbres que se asocian al riesgo de padecer
cancer de mama se encuentra el consumo de alcohol, el cual esta asociado con
un incremento moderado en el riesgo de padecer esta enfermedad. Por otra
parte, la relacion entre tabaquismo y cancer de mama aun no ha sido
claramente establecida aunque también se analiza una probable conexidn. En
cuestion de habitos alimenticios, existe la hipdtesis de que las dietas altas en
grasa incrementan el riesgo de padecer cancer de mama. Ademas se ha
estimado que un aumento en el indice de masa corporal incrementa el riesgo de
padecer cancer de mama. En mujeres post menopausicas, la obesidad eleva el
riesgo de cancer de mama hasta en un 50% mas que en mujeres delgadas

(Calderon-Garciduenas y col., 2000; Key y col., 2001).

. TRATAMIENTO
Existe una gran variedad de tratamientos que dependen de la etapa en la que

se encuentre la enfermedad. La cirugia es la principal modalidad de tratamiento
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local del cancer mamario y hay varios tipos de procedimientos quirurgicos, el
mas drastico es la mastectomia radical modificada que retira toda la glandula
mamaria afectada, la mayoria de los ganglios linfaticos debajo del brazo, el
revestimiento de los musculos pectorales y en ocasiones parte de los musculos
de la pared del pecho. Sin embargo si la enfermedad es detectada en una etapa
clinica temprana, se puede ofrecer un tratamiento conservador (tumorectomia),
en el que la paciente puede conservar su seno sin comprometerse a recibir

tratamiento oncoldgico radical.

La radioterapia es otro tipo de tratamiento que emplea generalmente rayos X de
alta energia asi como otros tipos de radiacién con el fin de destruir células
cancerosas o evitar su crecimiento. Actualmente son usados dos clases de
tratamientos, estos dependen del tipo y el estadio del cancer que esta siendo
tratado. Estos son: i) el tratamiento de radioterapia externa, en la cual se envia
radiacion al area donde se encuentra el cancer vy, ii) la radioterapia interna, la
cual consiste en administrar una sustancia radiactiva contenida en agujas,
alambres o catéteres que se colocan directamente dentro del cancer o cerca del
mismo (NCI, 2015).

La quimioterapia es otro tipo de tratamiento que consiste en administrar
medicamentos para interrumpir el crecimiento de las células cancerosas,
destruyéndolas o evitando su multiplicacion. Los medicamentos son
administrados via oral, intramuscular o intravenosa. Al ingresar al torrente
sanguineo las células cancerosas son erradicadas (quimioterapia sistémica).
Por otra parte, si la quimioterapia se coloca directamente o muy cercana al
tumor, los medicamentos afectan principalmente las células cancerosas de esa
area (quimioterapia regional). La forma en que se administre la quimioterapia
depende del tipo y el estadio del cancer que se esta tratando. En los ultimos
anos hemos visto aparecer una serie de anticuerpos monoclonales como el

bevacuzimab, lapatinib, gefitinib, etc., que se estan probando en cancer de
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mama y que si demuestran ser utiles se sumaran a todos los farmacos

antineoplasicos en uso.

Asi mismo, impedir la accién de hormonas que favorecen el crecimiento tumoral
es importante para inhibir el desarrollo del cancer. El estrégeno por ejemplo,
favorece el crecimiento de algunos tipos de cancer de mama y es sintetizado en
su mayor parte por los ovarios. Para impedir que los ovarios elaboren estrégeno
se practica la ablacion ovarica (remocion quirurgica de los ovarios). Finalmente,
el ultimo tipo de terapia es la hormonal que bloquea la accion de varias
hormonas evitando el crecimiento de las células cancerosas. Un ejemplo de la
terapia hormonal es el tamoxifeno, un quimico antagonista de los receptores de
estrogeno (RE) que bloquea la sefial de crecimiento emitida por estos
receptores y que se suministra tanto a pacientes con estadios tempranos de
cancer de mama como a pacientes con cancer metastasico de mama. Otro tipo
de terapia hormonal es aquella que se utiliza para inhibir la produccién de
estrogenos, ésta se realiza con anastrozol y letrozol, inhibidores de la
aromatasa, los cuales disminuyen el estrégeno en el cuerpo al impedir que la
enzima aromatasa convierta el androgeno en estrégeno. Se administra a
mujeres posmenopausicas con cancer de mama que son hormona-

dependientes (Key y col., 2001).

Aunque el objetivo principal de los tratamientos para cancer es eliminar todas
las células implicadas en éste, asi como el tumor visible, pueden quedar ciertas
células que son microscopicas, ya sea en la mama o en otra parte. En algunas
ocasiones esto significa que se requiere de una cirugia adicional o algun otro
tratamiento para extirpar las células cancerosas restantes. Estas células
cancerosas son poco detectables, pero se cree que son las responsables de la
recurrencia local y distante del cancer. En los ultimos afios se ha identificado un
pequefio numero de células en los tumores con caracteristicas de células

troncales en distintos tipos de tumor, incluido el cancer de mama. Las células
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troncales tumorales, resultan de gran interés, ya que se les atribuye la
capacidad de originar, mantener y expandir los tumores, asi como de dar lugar
a las metastasis y recidivas. Por otro lado, estas células han demostrado ser
mas resistentes a tratamientos convencionales utilizados en oncologia, como la
quimioterapia o la radioterapia; por tanto, suponen un candidato claro para la
generacion de recidivas. La caracterizacion molecular de estas células se ha
convertido en uno de los campos mas activos en la investigacion oncologica, ya
que los tratamientos dirigidos contra estas células podrian dar lugar a la
eliminacion completa del tumor y, por lo tanto, a la curacién de la enfermedad

(Eguiara y col., 2012).

Por lo tanto, muchos enfoques terapéuticos diferentes se estan probando para
la prevencion y el tratamiento de la recurrencia del cancer. Estos pueden incluir
estrategias de tratamiento dirigido a vias de sefalizacion que regulan las
células troncales tumorales, mediante el bloqueo de las moléculas de la
superficie celular, alterando los microambientes de cancer que nutren las
células troncales cancerosas, lo que induce la diferenciacion de las células
troncales cancerosas, la inmunoterapia basada en antigenos asociados de
células troncales cancerosas, explotando metabolitos para matar células
troncales cancerosas y el disefio de pequefios ARN de interferencia/moléculas
de ADN, especialmente dirigidos a las células troncales. Debido al enorme
potencial de estos enfoques para mejorar la gestion del cancer, es importante
identificar y aislar células troncales del cancer para entender su funcionamiento

y como ayudarian en el tratamiento (Islam y col., 2015).

J. CELULAS TRONCALES

Las células troncales (“stem cells”) se encuentran en todos los seres humanos,
desde las primeras etapas del desarrollo hasta el final de la vida. Estas, se
definen por su capacidad para someterse a la auto-renovacion, asi como a la

diferenciacion multilinaje. La auto-renovacion puede ser simétrica, en el que una
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célula troncal produce dos células troncales hijas, o asimétrica, en la que la
célula troncal produce una célula troncal hija asi como una célula que sale del
nicho de células troncales a diferenciarse. Dependiendo de sus limitaciones en
el proceso de diferenciacion las células troncales pueden dividirse en células

troncales embrionarias o adultas (Klonisch y col., 2008).

Esta bien establecido que no todas las células troncales tienen el mismo
potencial de generacion de los distintos tipos celulares, lo que permite
diferenciar entre células troncales totipotentes, pluripotentes y multipotentes.
Existe una relaciéon entre las diferentes células troncales y el estadio de
desarrollo del organismo del que provienen. Asi, las células troncales
totipotentes se dan solo en fases muy tempranas del desarrollo embrionario y
son capaces de generar las membranas y tejidos, como la placenta, que
soportan el desarrollo del feto, por lo que son capaces de generar un organismo

completo (Amit y col., 2000).

En fases posteriores del desarrollo embrionario las células del embridn pierden
el caracter totipotente y solamente pueden producir células troncales de tipo
pluripotente, capaces de originar la mayoria de células del organismo adulto,
pero no de generar un organismo completo. Las células troncales pluripotentes
estan presentes en el embrion humano hasta el decimocuarto dia después de la
fertilizacion. Luego el embrion se diferencia en tres capas celulares, ectodermo,
mesodermo y endodermo, cada una de estas esta programada para generar
tejidos u 6rganos en concreto con la consiguiente pérdida de pluripotencia de

sus células constituyentes (Amit y col., 2000; Anderson y col., 2001).

K. CELULAS TRONCALES CANCEROSAS

Los tumores sélidos estan compuestos de una mezcla heterogénea de células
con diferentes caracteristicas, que promueven diversas funciones en el
crecimiento y desarrollo del tumor. Entre ellas, un pequefio grupo de células

designadas como células troncales cancerosas (CSC, por sus siglas en inglés
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Cancer Stem Cell), dan lugar a la mayor parte del tumor a través de la auto-
renovacion y diferenciacién continua, son las principales responsables del
desarrollo del cancer. De hecho, se definen por las siguientes propiedades: (a)
auto-renovacion, (b) capacidad para diferenciarse mas rapidamente y (c) una
alta tumorigenicidad en comparacion con una célula cancerosa. Ademas, las
CSC representan invasion, resistencia a los medicamentos y metastasis (T.M.
Phillips y col., 2006).

Las CSC se descubrieron inicialmente en leucemias. La evidencia de CSC en
tumores solidos llegd mas tarde. En relacion con su origen, las CSC se
hipotetizan al menos dos mecanismos diferentes: a) la transformacién de las
células troncales de tejidos normales o (b) las células somaticas normales
sufren una reprogramacion genética (es decir, transformacion), que dota a las
células con propiedades de células troncales (Figura 6). En otras palabras, las
células troncales son inmortales y las células cancerosas pueden imitar las vias
activadas de células troncales para convertirse en inmortales (Jaenisch y
Young, 2008).
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Figura 6. Evolucion de una masa tumoral. (a) Células troncales
carcinogeénicas pueden provenir de una célula troncal madura, que ha mutado,
o, alternativamente, (b) a partir de una célula somatica diferenciada, en la cual
las mutaciones han llevado una diferenciaciéon. Modificada de Jaenisch y
Young, 2008.
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Para las células troncales de cancer de mama (BrCSCs, Breast Cancer Stem
Cell), existen dos teorias sobre su origen, la primera teoria propone que las
BrCSCs son el resultado de la desregulacion de las vias normales de auto-
renovacion y diferenciacion de células normales, lo que resulta en células
troncales cancerosas con capacidad de auto-renovacion y diferenciacion a
multilinaje. La evidencia de esta teoria surge de las similitudes entre las células
cancerosas Yy las CSC, ya que son altamente susceptibles a las mutaciones y la
transformacién oncogénica debido a su larga vida. Al-Hajj y col. (2003),
proponen que es probable que las BrCSCs se originen desde células troncales
mamarias o progenitoras debido a las similitudes entre el perfil de marcadores
de superficie celular de las células troncales y las BrCSCs que ellos observaron
(Al-Hajj y col., 2003; Ponti y col., 2005; Ginestier y col., 2007).

Una segunda teoria sugiere que BrCSCs se desarrollan a partir de la transicion
epitelio-mesenquimal (Epithelial-Mesenquimal Transition, EMT). Las células que
han sido sometidos a EMT son susceptibles de transformacion y tienen muchas
caracteristicas y comportamientos similares a una célula normal y las células
troncales tumorales (Fig. 7). Las células y tejidos normales de carcinoma de
mama expresan muchos genes asociados con células que han sufrido EMT, lo
que sugiere un aumento de la tumorigenicidad en las células inducida por la
EMT (Mani y col., 2008; Morel y col., 2008)

Las CSC de mama se originan a partir de células cancerosas con alteraciones
en las vias que regulan auto-renovacion y la diferenciacién (Fig. 8). Las CSC
mamarias son una pequefia subpoblacién de células de mama cancerosas (0.1-
1%), pero tienen un alto potencial de auto-replicarse y puede promover la

carcinogénesis (Klonisch y col., 2008).
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Figura 7. Origen de las células troncales de cancer de mama. Las BCSCs
pueden surgir de células mamarias normales (A) o de la falta de células
troncales que han ganado la capacidad de auto-renovacion (B) por la EMT vy la
transformacién oncogénica, ambas hipétesis consideran que el fenotipo BCSCs
es causado por alteraciones genéticas en la EMT. Como resultado las BCSCs,
regulan las alteraciones en las rutas de sefializacién que controlan el ciclo
celular, diferenciaciéon y supervivencia celular (C). Modificada de Velasco-

Velazquez, 2012.
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Figura 8. Implicacion de las células madre en el desarrollo mamario y la
tumorigénesis de mama. Las células troncales de mama normal se
caracterizan por su capacidad de auto-renovacién y diferenciacién, lo que
conduce a la formacién de una glandula mamaria normal. Las BCSCs se
originan a partir de células madre/progenitoras de mama que han sido objeto
alteraciones genéticas, pero han conservado su capacidad de auto-renovacion

y diferenciacion. Modificada de Klonisch y col., 2008.
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1. Marcadores moleculares en células troncales carcinogénicas

Se han identificado marcadores moleculares que son reguladores maestros de
pluripotencia e intervienen en estas vias, los principales marcadores son:
proteina de unién a octamero-4 (Oct4), factor de transcripcién homeobox Nanog
(Nanog), proteinas como el proto-oncogen myc (c-Myc), factor de like-krueppel-
4 (KIf4), el factor de transcripcion de SOX-2 (Sox2), factor de transcripcion E2-
alfa (TCF3), alta movilidad del grupo AT-hook de la proteina 2 (HMGA2) y lin-
28A (Lin28), que estan presentes en las células troncales embrionarias o

células similares (lvanova y col., 2002; Liu y col., 2006; Marson y col., 2008).

Las proteinas marcadoras de superficie en las membranas definen tipos de
células. Del mismo modo, las BrCSCs, se identifican por la presencia de
proteinas de superficie celular como CD44, CD47 y CD133, asi como la
ausencia o baja expresion de CD24, todos estos marcadores son moléculas de
adhesion, Lin28 y B38, son marcadores especificos de cancer de mama o de
ovario. También se utiliza como marcador de superficie para BrCSCs a ALDH1,
su presencia esta relacionada con la malignidad del tumor, asi como las
propiedades de auto-renovacion de células troncales cancerosas. Vimentina
(VIM) se relaciona con la EMT y también se asocia con el potencial metastasico
del cancer. Ademas se utiliza como marcador recientemente EpCAM?*, la cual
se ha relacionado con el prondstico y desarrollo del cancer de mama (cuadro 1)

(Gangopadhyay vy col.; Klonisch y col., 2008; Wang y col., 2013).

Durante la ultima década, varios estudios se han centrado en las CSC y su
aislamiento de diferentes tumores. Las CSC generalmente se localizan
agrupadas en el centro del tumor. Es importante destacar que cuando se aisla
una CSC humana y se inyectan en ratones para formar tumores, éstos
recapitulan, al menos parcialmente a la biologia de las células humanas cuando

el cancer esta proliferando en los pacientes (Mehra y col., 2006).
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Actualmente, las CSC se han descrito en mama, colon, pancreas, en canceres
de cabeza y cuello, prostata, ovario, higado, melanoma y en tumores
pediatricos (incluyendo tumores cerebrales). Es notable que un gran numero de
células troncales cancerosas de diversos tipos de cancer se han aislado
utilizando la molécula de adhesion CD44 (células CD44") sola o en combinacién
con otros marcadores de superficie celular. El potencial de biomarcadores en
células troncales cancerosas incluye otro marcador asociado con el aumento de
expresion en CSC de una gran variedad de tumores malignos humanos, este es
CD133 (Prominin-1). Otros marcadores incluyen CD34, CD24 y el antigeno
especifico epitelial (ESA) (Mehra y col., 2006).

Un método diferente para el aislamiento de CSC se basa en el fenotipo SP
(poblacion lateral), o que resulta en una sobretincion del Hoechst. El fenotipo
SP se cree que surge de un mayor flujo celular debido a expresion de
transportadores de union a ATP, una proteina responsable de la resistencia a
multiples farmacos (MDR) y xenobidticos del cancer celular. Poblaciones de
CSC se han aislado sin afectar la viabilidad celular debido a que ambos
enfoques se basan en marcadores de superficie, que no comprometan las
propiedades de las CSC (Grichnik y col., 2006; Mehra y col., 2006; Boman y
Huang, 2008).
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Cuadro 1. Marcadores comunmente usados para identificar células

troncales cancerosas de mama.

Nombre del Funcion normal Tipo de cancer donde se
marcador encuentra
ALDH Conversion de aldehido a acido Mama, colon, higado, pancreas y
carboxilico piel

Adhesién y migracion celular, )
Mama, colon, estomago, higado,

CD44 interaccion célula-célula y sefializacion ) ]
ovario y prostata
celular
CD24 Maduracion y proliferacion de células B Mama, estdbmago y pancreas

. . Adhesion celular y sefalizador de ]
As-integrina . Mama, préstata y cerebro
superficie celular

_ Regulador transcripcional y adhesion Colon, higado, ovario, mama,
B-catenina ) ) )
célula-célula pulmon y cerebro

Adhesién celular y transicion epitelial
CD29 . Mama
mesenquimal

Cerebro, colon, pulmoén, préstata

CD133 Regulador de la membrana celular
y mama
C-met Regula el crecimiento invasivo Pancreas y mama
Division celular y renovacion de células .
BMI-1 Piel, préstata, ovario y mama
troncales
Mantener la pluripotencia de células .

OCT-3/4 Vejiga y mama

troncales

Modificada de Islam y col., (2015)
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L. VIAS DE SENALIZACION AFECTADAS EN CELULAS TRONCALES
CANCEROSAS

Un factor importante en las CSC es la adquisicion de la resistencia al
tratamiento y la recurrencia del cancer a través de diferentes vias que llevan a
cabo su activacion. Estas vias de sefalizacion son Notch, Wnt/B-catenina y
TGF-B, Hedgehog. Estas vias también pueden estar operando en células

cancerosas que no son troncales (Islam y col., 2015).

Una de las principales vias que se ha visto que se afecta es la sefalizacion de
Wnt, la cual se lleva a cabo a través de la secrecion de una familia de
glicolipoproteinas, las cuales participan en mecanismos fundamentales como la
proliferacion celular, la polaridad celular y la determinacion del destino celular
durante el desarrollo embrionario y la homeostasis del tejido. Se ha encontrado
que aberraciones en esta via estan involucradas en la patogénesis de
diferentes tipos de cancer y su resistencia a las quimioterapias y radiacion.
Heidel y colegas demostraron que una inactivacion genética o modulacion
farmacolégica de [(-catenina (un objetivo de la via de Wnt) aumento
notablemente la sensibilidad de las células madre hematopoyéticas a la
quimioterapia. Del mismo modo, Yeung y colaboradores, mostraron que la
intervencion en las vias de Wnt (por eliminacion B-catenina) en las células
troncales de leucemia de linaje mixto podia hacer que las células dejaran de
comportarse de manera oncogénica. Ademas, esta eliminacion hace que las
células con leucemia sean altamente sensibles a la quimioterapia a través de
GSK3p. Otras vias como PI3K/Akt/mTOR y JAK/STAT, también contribuyen a
las propiedades de resistencia a la terapia de CSC. Por lo tanto, las CSC
pueden ser reguladas por la modulacién de diferentes vias génicas y esto a su
vez contribuye a la resistencia a la terapia en este tipo de células (Marson y
col., 2008; MacDonald y col., 2009).
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De acuerdo a lo que ya esta reportado, el aumento o disminucion en la
regulacion de microRNAs, pueden jugar un papel importante en la regulacién de
los genes que modulan e intervienen en las rutas de sefalizacién para formar

CSCs, asi como los que participan en la EMT (Wang y col., 2013).

M. miRNAS

Los miRNAs son una familia de pequefios RNAs monocatenarios no
codificantes de 21-25 nucledtidos que regulan la expresion génica al inhibir la
traduccion o inducir la degradacion de los RNAs mensajeros (RNAm) blanco.
Fueron descubiertos en 1993 por Victor Ambros en el organismo
Caenorhabditis elegans. Han sido identificados en vertebrados, artropodos,
plantas y organismos unicelulares. A diferencia de otras moléculas de
silenciamiento como los RNAI, éstos actuan como elementos de defensa contra
acidos nucleicos exogenos, la principal funcion de los miRNAs es la regulacién
transcripcional. Ademas, los miRNAs son transcritos en horquillas, mientras que
los RNAi son RNA duplex y solo son capaces de silenciar el mismo transcrito
del cual se generaron, mientras que los miRNAs tienen capacidad de regular la
expresion de un numero variable de mensajeros que pueden ser distintos al
mensajero del cual se originaron. Estimaciones del numero total de miRNAs
humanos calculan mas de 1,000 distintas moléculas y en el afo 2005 se
consideré que un solo miRNA puede influir en la producciéon de al menos 200
proteinas distintas. De acuerdo a la potencialidad de los miRNAs para regular la
expresion de multiples genes celulares, no es ninguna sorpresa que
desemperien un papel importante en diversos procesos biolégicos tales como el
desarrollo, la diferenciacion, proliferacion, apoptosis, respuesta a estrés, el
metabolismo de acidos grasos y la secrecion de insulina (Lee y col., 1993;
Ambros, 2004; Bartel, 2004; Berezikov y col., 2005; Lewis y col., 2005; Molnar y
col., 2007; Shabalina y Koonin, 2008).
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La importancia de la regulacion en la expresién de los miRNAs, ha quedado
evidenciada al encontrar que cambios en la modulacion de estos genes se
relacionan con el cancer y diversos padecimientos. Estas alteraciones,
encontradas a través de perfiles de expresion en biopsias y la reciente
descripcion de miRNAs en plasma y suero humanos, demuestran su gran
potencial para ser utilizados como una nueva clase de biomarcadores en el
diagndstico de cancer y otras enfermedades. (Pritchard y col., 2012; Velu y col.,
2012; Zhang y col., 2012).

1. Biogénesis de los miRNAs

Para comprender como los miRNAs llevan a cabo su funciéon de reguladores de
la expresion geénica, es necesario conocer la biogénesis de estas moléculas.
Los genes que codifican a los miRNAs se localizan en regiones diferentes del
genoma Yy su transcripcion puede estar regulada independientemente por
promotores especificos. Sin embargo, la mayoria de los precursores de miRNAs
estan presentes en intrones y tienen la misma orientacién del gen hospedero,
por lo que son co-transcritos como parte del RNAm. En algunos casos, los
MiRNASs se traslapan o estan integrados con exones de los transcritos, en estos
casos, estan siempre en la misma orientacion de transcripcion y se pueden
encontrar también en las regiones no-codificantes 5'- o 3-UTRs. El resto de los
miRNAs (una tercera parte de ellos) se encuentran dentro de regiones
intergénicas en clusters codificados como un transcrito policistrénico, o que
hace suponer una accion coordinada en diversos procesos. Los miRNAs son
sintetizados por la RNA polimerasa Il en transcritos de 1,000 nucledtidos hasta
varias kilobases, ademas de poseer CAP 5’ y ser poliadenilados en su extremo
3’. Estos transcritos conocidos como pri-miRNAs pueden ser policistréonicos
conteniendo dos o0 mas miRNAs. El pri-miRNA contiene regiones que tienen la
capacidad de formar una estructura bicatenaria de tallo burbuja de
aproximadamente 80 pares de bases que dara origen al miRNA. Esta estructura

es reconocida y liberada por el complejo microprocesador conformado por
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Drosha, una enzima RNasalll y la proteina DGCR8 generando precursores de
70-100 pares de bases llamados pre-miRNAs. La formacién de los pre-miRNAs
ocurre después de que el intron ha sido separado del gen hospedero mediante
el proceso de “splicing” (figura 9) (Denli y col., 2004; Gregory y col., 2004; Lee y
col., 2004; Zhou y col., 2007).

El pre-miRNA es una secuencia conformada por una estructura de tallo burbuja
con una prolongacion introducida por Drosha de dos nucledtidos en su extremo
3’, a la cual se le adjudican las funciones de indicar cual es la cadena guia o de
sefalar la presencia de un ARN de doble cadena como elemento celular propio
o0 bien servir como motivo de reconocimiento para la exportina 5. Estos pre-
miRNA son transportados al citoplasma, mediante la exportina 5 y el cofactor
Ran-GTP. En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por DICER, otra enzima
del tipo RNasalll, que en conjunto con la proteina TRBP (Transactivating
response RNA- Binding Protein) recorta por fuera de la horquilla y genera un
RNA de doble cadena imperfecto (miRNA/mMiRNA*) (Sapre y Selth, 2013).

Posteriormente TRBP recluta la proteina argonauta 2 (AGO2) al complejo
mMiRNA/miRNA*-DICER, formando el complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC, por sus siglas en inglés). La cadena complementaria o estrella (*)
del duplex miRNA/miRNA* es liberada por AGO2. La estabilidad termodinamica
en el extremo 5 del miRNA determina qué cadena es guia y cual es la
complementaria. Mientras la cadena pasajera es rica en C y U, la cadena guia
es abundante en A y G, lo que favorece la generacion de estructuras
secundarias que facilitan su incorporacién al complejo proteico RISC, el cual
une el miRNA a su RNAm blanco, localizandolo por escaneo del transcrito. La
union del miRNA con su blanco depende de la hibridacion exacta de la “region
semilla” con el mensajero. Esta region comprende los nucledtidos 2-7 en la
porcién 5’ del miRNA. Una base no apareada de forma correcta en la region

semilla impide la unién del miRNA con el RNAm. Si el miRNA es unido al RNAm
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de forma correcta, la regulacion en la expresion se propicia con base a la
complementariedad del resto de la secuencia del mRNA. Si ésta es
complementaria al 100%, el RNAm blanco es degradado. Si no es asi, se
genera una estructura conformacional en forma de “A” que no permite que
AGO2 entre en contacto directo con el RNAm, por lo cual no se lleva a cabo la
degradacion del transcrito pero si la represion traduccional. Finalmente, los
MiRNAs podrian silenciar los RNAm mediante un mecanismo ligado al
secuestro del mensajero hacia los complejos citoplasmicos denominados P-
bodies o cuerpos de procesamiento donde los transcritos pueden ser
degradados o almacenados (Chendrimada y col., 2005; Jakymiw y col., 2005;
Rand y col., 2005).

2. Funcién

En general, la mayoria de los miRNAs actuan como reguladores negativos de la
expresion génica, mediante represion traduccional o la degradacion del ARNm
a través de su union con sus sitios blanco en la regién 3" no codificante de los
ARNmM. De manera mas especifica, diversos estudios en modelos animales han
revelado funciones esenciales de los miRNAs en el control del desarrollo.
Algunos miRNAs exhiben un patron de expresion temporal o tejido especifico, lo
cual sugiere que desempenan un papel fundamental en el desarrollo de los
tejidos y organos, asi como en su funcion y mantenimiento. (Hutvagner y
Zamore, 2002; Johnston y Hobert, 2003; Chen y Lodish, 2005; Chen y col.,
2006).

N. REGULACION DE miRNAs

La desregulacion de los miRNAs puede ocurrir en varios niveles, por ejemplo, a
nivel transcripcional, donde un aumento en la transcripcion de los genes del
mMiRNA puede ser ocasionado por un incremento en el numero de copias de
estos genes, asi como en el caso contrario, donde una alteracion de los genes

de miRNAs provoca una expresion disminuida. Asi mismo, el estado de
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metilacion de los genes de miRNAs y cambios en la actividad de los factores
transcripcionales que regulan su transcripcidn, pueden ser tan soélo algunas
causas por las cuales los niveles de expresion de los miRNAs pueden verse
afectados. Los miRNAs también pueden ser desregulados como resultado de
anomalias especificas o globales de su maduracion, principalmente por
alteraciones en las proteinas AGO2 y DICER (Scott y col., 2006; Zhang y col.,
2007; Ma y Weinberg, 2008).

O. miRNAs Y CANCER

Mas de 186 genes de miRNAs se encuentran en regiones del genoma
asociadas con cancer, por ejemplo las regiones minimas de pérdida de
heterocigosidad, las regiones minimas de amplificacion y con menos frecuencia,
las regiones cromosomicas de ruptura, lo que sugiere que las alteraciones
gendmicas, en particular la amplificaciéon génica o eliminaciones, pueden ser un
mecanismo importante que explica la desregulacion en la expresion de miRNAs

en esta patologia (Calin y col., 2004)

P. miRNAs COMO ONCOGENES Y SUPRESORES DE TUMOR

Independientemente de la causa que origine la alteracion en la expresion de un
mMiRNA, aquellos miRNAs asociados con el desarrollo tumoral son conocidos
como oncomirs. Estos pueden funcionar regulando genes que pueden actuar
como oncogenes o bien como supresores de tumor. En el caso de un miRNA
funcionando como oncogen podemos mencionar el caso del miR-21, el cual
regula la expresion de la proteina PDCD4, cuya funcidén es inducir la muerte
celular programada. La sobreexpresion del miR-21 por una ampliacion génica
tiene como consecuencia la disminucion de la proteina PDCD4 por lo que las
células tumorales son capaces de evitar el proceso de apoptosis y favorecer la

oncogénesis (Frankel y col., 2008).

Por el contrario, la baja expresion de un miRNA que funciona como supresor de

tumor controlando la expresion de un proto-oncogen puede conducir a la
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acumulacioén excesiva de su blanco favoreciendo la oncogénesis. Por ejemplo la
represion del hsa-miR-17 en tumores pulmonares, tiene como consecuencia el
incremento en la expresion de la proteina RAS, lo que conlleva a un incremento

en la proliferacion celular (Johnson y col., 2005).

Los miRNAs juegan un papel importante en los procesos de diferenciacion y
auto-renovacion de las CSCs, puede regular la diferenciacién o bien pueden
suprimir directamente el estado de auto-renovacion mediante la supresién de
los marcadores de pluripotencia como NANOG, OCT4, Klf4 y SOX2. Nuevas
terapias contra el cancer se basan en la manipulacion de miRNAs oncogénicos
o supresores de tumores mediante la reduccion o el aumento de sus niveles de

expresion, respectivamente (Garg, 2015).

En resumen, los desequilibrios en los proto-oncogenes o supresores de tumor
causados por alteraciones en miRNAs, pueden promover procesos
fundamentales en la formacién de tumores. Ademas los miRNAs con una
expresion aberrante y su implicacion en la regulacion de células troncales
cancerosas mediante el control de la divisidn celular asimétrica, resistencia al
tratamiento y la metastasis hacen a los miRNAs una herramienta de gran
potencial terapéutico contra el cancer (Zhang y col., 2007; Frankel y col., 2008;
Garg, 2015).
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Figura 9. Biogénesis de miRNAs. A) La transcripcion de los genes de miRNA
podria ser regulada por factores transcripcion, en respuesta a multiples sefiales
por ejemplo por la citocina TGF-B. B) Los microRNAS primarios (pri-miRNAs)
son transcritos por la RNA polimerasa Il. Los pri-miRNAs pueden ser
poliadenilados y poseer CAP. C) Los pri-miRNAs son procesados por Drosha,
una enzima RNasa Ill y convertidos a pre-miRNAs de £70 nucledtidos, que se
caracterizan por tener una estructura duplex imperfecta. D) Los pre-miRNAs
son transportados del nucleo al citoplasma por la exportina-5 y Ran-GTP. E) En
el citoplasma, los pre-miRNAs son transformados por Dicer F) La unién de las
proteinas AGO2 y TRBP2 al complejo DICER-miRNA/miRNA* forma el
complejo RISC. En este momento la proteina AGO2 libera el miRNA*. El miRNA
dirige la asociacion de RISC a sitios especificos en la region 3" no traducida del
RNAm blanco. G) Cuando el apareamiento de bases entre el miRNA y su
RNAm blanco es perfecto, la funcién endonucleolitica de la Argonauta 2 rompe
el RNAm, llevandolo a su rapida destruccion. La complementariedad imperfecta
lleva a la represion traduccional o causa inestabilidad del RNAmM mediante un
mecanismo de adenilacion. Los mensajeros pueden ser degradados o
almacenados en las estructuras denominadas P-bodies. Modificada de
Fonseca-Sanchez, et al., 2013
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Q. ANTECEDENTES

En 2012, se evaluo el miRNA 21 en CSC con marcadores de superficie
ALDH1*/CD44*/CD24"°" y células parenterales de la misma linea celular MCF-
7, encontrando que promueve la EMT y una sobreexpresion de HIF-1a, ambos

regulados por el miR-21 (Han y col., 2012).

En el afo 2013, se analiz6 el miRNA let-7, encontrando que actua como un
supresor de tumores mediante la inhibicion mediada por receptor de estrogenos
(RE) en el crecimiento maligno celular en las células troncales del cancer de
mama RE-positivos. La supresion de RE por la regulacion al alza de la
expresion de let-7 puede ser una estrategia prometedora para la inhibicion de la
via de sefalizacion de RE y para la eliminacion de las células troncales del

cancer, ayudando asi en el tratamiento de cancer de mama (Sun vy col., 2013).

Lim y col en 2013, estudiaron la familia de miR-200, demostrando que juega un
papel crucial en la transicion entre fenotipos de células troncales y no troncales
mediante el silenciamiento del grupo miR-200b-200a-429, principalmente a
través de modificaciones de las histonas mediada por Polycomb mientras que el
grupo miR-200c-141 fue reprimido por la metilacién del ADN, mostrando asi que
mediante epigenética se puede regular cada gen blanco a través de la familia
de miR-200 (Lim y col., 2013)

En 2014, se evaluo el miR-140 en carcinoma ductal invasivo, observando que
es fundamental para la auto-renovacion de las CSC y la formacion de tumores
in vivo, también se encontré6 que con terapias dirigidas y la restauracion del
miR-140 se logra disminuir el riesgo de carcinoma ductal, ademas se
encontraron que los genes SOX9 y ALDH1 son blancos directos de éste (Li y
col., 2014)

En el ano 2014, se analizé el miR-7 en la lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-

231, se observo una sobreexpresion relacionada con la invasion y metastasis
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de células inhibidas, demostrando que el miR-7 es un supresor de tumores vy
que la sobreexpresion de miR-7 pueden emplearse como una buena estrategia

para el tratamiento de cancer de mama invasivo (Zhang y col., 2014).

En 2014, se evaluaron los niveles de expresion de la familia miR-200, miR-9 y
miR-155 mediante gRT-PCR. Se estudiaron células troncales cancerosas de
diferentes subtipos con el fenotipo CD44*/CD24- y ALDH1*, la expresion de
marcadores de transicion epitelial mensenquimal (EMT), expresion de vimentina
y pérdida de E-cadherina, fueron evaluados por inmunohistoquimica. EI miR-9
fue mayormente expresado en los subtipos HER2* y triple negativo que en los
subtipos luminales. Su nivel de expresion fue significativamente mayor en los
tumores con la etapa alta, grado histoloégico alto, la sobreexpresion de p53 y
alto indice de proliferacion. La expresion de miR-9 también fue mayor en los
tumores que tienen células que muestran el fenotipo CD44*/CD24-, la expresion
de vimentina y la pérdida de expresion de E-cadherina. Mostrando asi que la
sobreexpresion de miR-9 se encuentra en los tumores con fenotipos agresivos y
se asocia con un mal prondstico en cancer de mama, lo que sugiere que puede
servir como un biomarcador potencial para la progresion del cancer de mama 'y

un objetivo para el tratamiento (Gwak y col., 2014).

Shang y col., en el 2014, estudiaron el miRNA-100 y su papel en la auto-
renovacion de las células troncales cancerosas. Se encontré que los niveles de
expresion se relacionan con miR-100 en el estado de diferenciacién celular.
Utilizando un lentivirus inducible por tetraciclina para elevar la expresion de
miR-100 en las células humanas, se encontré que los niveles crecientes miR-
100 disminuyeron la produccion de BrCSCs. Este efecto se correlacion6 con
una inhibicién de la proliferacion de células cancerosas in vitro y en xenoinjertos
tumorales de raton, debido a que disminuyo la expresion de los genes
reguladores de CSC como SMARCAS5, SMARCD1 y BMPR2. miR-100 bloqued
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completamente el crecimiento tumoral y la formacién de metastasis (Deng y
col., 2014).

En 2014, se analizdé el miR-142 y miR-150 que se encuentra en BrCSCs
humanas y se comparo con las células de cancer de mama no tumorigénicas.
En este estudio, se mostré que el miR-142 recluta de manera eficiente el ARNm
de APC a un complejo de silenciamiento inducido por ARN, activando la via de
sefalizacion Wnt en una forma dependiente de la represion de APC y asi se
activa la expresion de miR-150. Estos resultados sugieren que en algunos
tumores, miR-142 regula las propiedades de BrCSC, al menos mediante la
activacién de la via de sefalizacion de Wnt y la expresion de miR-150 (Isobe y
col., 2014).

En el ano 2015, se confirmd que el miR-34a esta directa y funcionalmente
dirigiendo la via de sefalizacion Notch1 en células MCF-7. Se mostré que el
miR-34a regula negativamente la proliferacion celular, la migracion y la
propagacion de células asi como la invasion en células troncales de cancer de
mama por la sobreexpresion de Notch1. Esto indica que miR-34a inhibi6 a las
CSC y aumenté la quimiosensibilidad a paclitaxel (PTX) parcialmente por
regulacion negativa de la via de Notch1, lo que sugiere que miR-34a/Notch1
juegan un papel importante en la regulacion de las células troncales de cancer

de mama (Kang y col., 2015)

En 2015, estudiaron al miRNA-125a en la linea celular MCF-7 y se determin6
que regula indirectamente TAZ, una molécula efectora en la via de Hippo, a
través del receptor del factor inhibidor de la leucemia (LIFR). La inhibicion de
miR-125a en células de cancer de mama condujo a una reduccion significativa
en las CSC. Por el contrario, la mayor expresion de miR-125a en células
malignas epiteliales de mama resulté en una expansion significativa de células
madre. La ganancia y pérdida de funcion de LIFR esta directamente

correlacionada con la inhibicion y la sobreexpresion de miR-125a,
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respectivamente. La modulacion de miR-125a condujo a un cambio en la
actividad de TAZ y su localizacion subcelular. Ademas, se demostréo que miR-
125a esta influenciando a las células troncales mediante la regulacion de la
sefalizacion a través Hippo-LIFR, para su conversion a células de cancer de

mama (Nandy y col., 2015).

L. Wang y col., en 2015, analizaron la proteina Bmi-1, que esta desregulada en
el cancer de mama y el efecto de miR-495 en la progresion de este cancer, en
las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, se encontro que el miR-495, es un
regulador previsto de Bmi-1, ya que disminuye su expresiéon con frecuencia en
las células y tejidos de mama malignos. En cambio la sobreexpresion de miR-
495 suprime significativamente la proliferacién de células de cancer de mamay
tumorigenicidad mediante arresto en la fase G1-S. Un analisis mas detallado
revelé que el miR-495 dirigido por Bmi-1 a través de su regién no traducida 3’
podria neutralizar el efecto supresor de miR-495 en la proliferacion celular y la
tumorigenicidad de cancer de mama in vivo y la supresion de Bmi-1 en cancer

de mamaWang y col., (2015).
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IV. JUSTIFICACION
El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, donde el
cancer de mama es la neoplasia de mayor incidencia y mortalidad entre
mujeres del mundo. Los miRNAs como reguladores negativos de la expresion
génica han adquirido gran relevancia en el estudio del cancer. Regulan la
progresion tumoral, apoptosis, resistencia al tratamiento, senescencia, ciclo
celular, reparacion de ADN, diferenciacion, proliferacién, angiogénesis, invasion
y metastasis. En particular, la apoptosis, resistencia al tratamiento, reparacién
de ADN y senescencia representan un proceso mediante el cual las células
carcinogénicas logran sobrevivir evadiendo estos mecanismos, lo cual
promueve el crecimiento tumoral. Por lo cual, son un punto clave en la
resistencia a terapias para atacar dicha enfermedad. Sin embargo, el papel de
los miRNAs en dichos procesos en células troncales cancerosas no ha sido
bien establecido, por lo que sigue siendo un topico de interés en oncologia
molecular. En el presente trabajo proponemos analizar la expresion de 667
microRNAs en una subpoblacion celular con un inmunofenotipo CD44*/CD24-
low de cancer de mama que posee propiedades de células troncales. El analisis
de uno de los genes blanco de los miRNAs desregulados nos permitira
establecer su participacion en el mantenimiento del fenotipo troncal y definir

posibles bancos terapéuticos.
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V. HIPOTESIS
El mantenimiento del fenotipo troncal en la subpoblacion de células troncales
cancerosas (CD44*/CD24-°%) aisladas a partir de la linea celular MCF-7 de

cancer de mama es regulado por cambios de expresion de microRNAs.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Identificar microRNAs desregulados en las células troncales MCF-7 (CD44%) de
cancer de mama.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Aislar células troncales cancerosas CD44*/CD247°% a partir de la linea
celular MCF-7 de cancer de mama.
2. Analizar la expresiéon del miRNAoma (667 miRNAs) de las células
CD44*/CD247°% y |a linea celular parental MCF-7.

3. Definir mediante analisis bioinformatico los procesos y rutas celulares
modulados por los microRNAs alterados.

4. Realizar el estudio de 1 miRNA desregulado en las células MCF-7 con

potencial funcidén en el mantenimiento del fenotipo troncal.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. CULTIVO CELULAR DE LA LINEA MCF-7 Y CELULAS CD44*/CD24"'ow

Las células MCF-7 fueron cultivadas con medio Dulbecco’s Modified Eagle
Médium (DMEM) (Life Technologies), suplementado con 10% de suero bovino
fetal, 1% de penicilina/estreptomicina, a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de 5% de COz, para el mantenimiento del cultivo celular se realizaron
pases cuando la confluencia alcanzaba el 90%. Para esto, se desechaba el
medio de cultivo, lavando con 2 mL de PBS frio a pH 7.0 y se despegaron las
células con 1.5 mL de PBS pH 7.0 adicionado con EDTA 0.2% estéril, a los
cuales se les agregaban 64 pL de tripsina al 0.25%. Se incubarén a 37°C por 3
min y se despegaron las células de la caja con golpes suaves, para después
disgregarse con la pipeta y cuantificar el numero de células. Las células se
centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min a 4°C, se desecho el sobrenadante y la
pastilla se resuspendi6 en medio de cultivo DMEM complementado a 37°C
inoculando nuevamente en botellas de cultivo desechables de 25 cm?. Para los
distintos ensayos realizados en este proyecto, las células se cultivaron hasta

alcanzar una confluencia del 90%.

B. AISLAMIENTO DE CELULAS TRONCALES A PARTIR DE LA LINEA
CELULAR MCF-7

Se partié de un cultivo celular in vitro de la linea celular MCF-7, la cual fue
cultivada en medio DMEM con suero bovino fetal al 10% (FBS) y 1%
penicilina/estreptomicina. A una temperatura de 37°C y una atmdsfera con CO:
al 5%. Las células no adherentes se eliminaron después de 5-7 dias,
eliminando el medio cada 3 dias. Cuando el cultivo alcanz6 el 90% de
confluencia, las células se recupero utilizando 0.125% de tripsina/PBS-EDTA y

otras se sembraran a 5x10* células/cm? para expandir los cultivos.
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1. Citometria de flujo y clasificacion celular

Después de la separacion usando 0.125% de tripsina/EDTA, las células
troncales se lavaron una vez con 0.2% de BSA y 0.1% NaNs3-PBS. Esta
suspension celular fue tefiida con los siguientes anticuerpos: CD24 conjugado
con APC y CD44 con ficoeritrina (PE), para identificar las poblaciones, para
hacer la seleccion se realizdé un grafico de puntos de tamano (FSC) contra
granularidad (SSC). Los controles de isotipo apropiados para cada anticuerpo
se utilizaron para eliminar cualquier unidon no especifica. Las células se
incubaron durante 20 min a temperatura ambiente en la oscuridad y luego se
fijaron con paraformaldehido para ser adquiridas con un citometro de flujo BD
FACSAria, empleando el Software FlowJo para el andlisis de los datos (Arbol

Star, Inc.).

Las células muertas, restos celulares, dobletes y agregados se excluyeron por
adelante y dispersion lateral, la anchura del impulso gating e isotipo de los
controles se aplicaran en paralelo. Las células aisladas se expandieron para

obtener células adecuadas para los ensayos posteriores.

C. EXTRACCION DE ARN DE LA SUBPOBLACION MCF-7 CD44*/CD24""ov Y
MCF-7 PARENTAL

Para la extraccion de ARN total de lineas celulares, cultivadas en frascos de 25
cm?, se esperd a que estas llegaran a un 80% de confluencia, una vez que se
observo esto, se despegaron las células adicionando al frasco 1.5 ml de PBS-
EDTA pH 7.0 y 64 pL de tripsina 0.25 % (Gibco), se incubaron durante 5 min a
37°C, pasado este tiempo las células se centrifugaron a 1,200 rpm a 4°C
durante 5 minutos posteriormente se retir6 el sobrenadante y la pastilla de
células se lavo con 1 ml de PBS pH 7.0, se centrifugd nuevamente a 1,200 rpm
a 4°C durante 5 minutos y se tir6 el sobrenadante. A la pastilla de células
obtenida se le agregdé 1mL de TRIzol y se mezcld por pipeteo posteriormente se

recupero el lisado celular en un micro tubo conico de 1.5 ml y se incub6 durante
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5 minutos a temperatura ambiente, se agregaron 200 pL de cloroformo por cada
mL de trizol utilizado y se mezcld por agitacion vigorosa durante 15 segundos,
posterior a esto se incubo el microtubo durante 3 min a temperatura ambiente y
se centrifugé a 12,500 rpm por 25 min a 4°C. Después de la centrifugacion, se
recuperaron alrededor de 400-450 pL de la fase acuosa superior mediante
pipeteo evitando mezclar con las otra fases y se afiadieron a un nuevo tubo
Eppendorft de 1.5 mL, posteriormente se adicionaron 500 uL de isopropanol
para precipitar el ARN y se incubd en hielo durante 20 minutos, luego se realizd
una centrifugacion a 12,500 rpm durante 25 min a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1 mL de etanol al 75% y se
resuspendio la pastilla, finalmente se realizd otra centrifugaciéon a 12,500 rpm
durante 10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se dejé secar
durante un lapso de 5-10 minutos. Una vez que se obtuvo la pastilla el ARN fue
resuspendido en un volumen de 20 pl de agua libre de nucleasas que
previamente fue calentada a 55°C. EI ARN obtenido fue dividido en 2 alicuotas

cuantificado y almacenado a -80°C hasta su analisis.

D. CUANTIFICACION Y EVALUACION DE LA CALIDAD DEL ARN TOTAL
PURIFICADO.

La cuantificacion del ARN total se realizd6 en un equipo nanodrop. Las
moléculas de ARN tenian una relacién de densidad 6ptica 260/280 mayor de
1.8 lo cual indica que el ARN se encuentra libre de proteinas que pudieran
interferir con nuestros analisis o afectar la estabilidad del ARN. A partir de los
datos obtenidos se calcularan las concentraciones en ng/uL por medio de la

férmula (1).
(1) Conc.de ARN [ng/ul] = (A 260 nm)(FD)(FC]

Siendo el FD el factor de dilucion de 50 y FC el factor de conversion de 40
ng/uL para una unidad de absorbancia de ARN.
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Las purezas de las muestras se determinaron con la formula (2), tomandose
como pureza aceptable para nuestros fines de estudio, valores superiores a 1.8

e inferiores a 2.3.

A 260 nm

(2) Pureza =
A 280 nm

La integridad se verificd en geles de agarosa al 1.5 % tenidos con Gel-Red 0.5

X resueltos a 100 V por 30 min.
E. IDENTIFICACION DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIALIDAD

1. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realiz6 mediante el kit ImProm Reverse Transcription
System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, el sistema
de transcripcion inversa se realizé en un tubo de Eppendorft de 1,5 mL estéril
sobre hielo. Se mezclaron 4 yL del buffer ImProm-II™ 5X, 1.2 uL de MgCl2 1.5
mM, 0.25 uL de cada dNTP’s 0.5 mM cada uno, 1 yL de la enzima transcriptasa
reversa ImProm-II™ y se llevo a un volumen final de 15 pL la reaccion con agua
libre de nucleasas, adicionar al final 5 yL de RNA para obtener un volumen final
de 20 pL por reaccion. Se incubd a 25 °C durante 5 min, posteriormente se
mantuvo a 42 °C durante 1 hora, la transcriptasa inversa debe inactivarse
térmicamente antes de la amplificacion. Para esto se incubaron los tubos de
reaccion en una temperatura de 70 °C durante 15 minutos, el cDNA se

almacend a -20 °C.

2. Cuantificacién de la expresion de los genes de pluripotencialidad

Para realizar la amplificacion se utilizaron 250 ng de cDNA, 10 mM de cada
dNTP, 1.5 mMde MgCl2, 10 picomoles de cada iniciador y 0.5 U/mL de
polimerasa Taq DNA (Promega). El volumen de reaccion se llevo a 25 mL con
agua tratada con DEPC. La reaccion se realiz6 en un termociclador Maxy-

génica con Iso-temp cubren (Stuart Scientific), y se llevaron a cabo programas
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de PCR de acuerdo con las especificaciones de los iniciadores y utilizando el
esquema de amplificacion estandar de desnaturalizacién inicial a 95°C durante
5 min, seguido de 30-35 ciclos de 95°C durante 30s, una temperatura especifica
de fusion durante 30 s, 72°C durante 30s y una elongacion final a 72°C durante
5 min. Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en gel
de agarosa al 2% y se observaron en un transiluminador UV. El gen GAPDH se
amplificd como un control interno. Las relaciones representan la expresion de
cada ARNm.

3. Analisis de la expresion proteinica de genes especificos de

pluripotencialidad

a) Extraccion de proteinas

Las células se lavaron con PBS frio y después se lisaron a temperatura
ambiente durante 10 min en 1 mL de Tampdén RIPA (20 mM Tris-HCI, pH 7,5,
NaCl 150 mM, 1 mM de EGTA, 1% NP-40, 1% de desoxicolato de sodio, 2,5
mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de b-glicerofosfato, 1 mM de NasVOs4, y 1 mg
/ ml de leupeptina) que contiene el kit Complete Protease Inhibitor ™ (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo 0,5 mM, 10 mg/ml de leupeptina, 10 mg/ml de aprotinina, 5
mg/ml de pepstatina, 10 mg/ml de inhibidor de tripsina de soja, y 0,5 mM de
ditiotreitol; ROCHE, Molecular Biochemicals).

b) Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas en los extractos proteicos
totales, se utilizé el método de Bradford. La curva patron se construyd utilizando
una solucién de BSA (1 mg/ml). Las muestras se leyeron en espectrofotometro
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 concentracién de

proteinas y b es la ordenada al origen.
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c) Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La separacion de proteinas se llevo a cabo por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se realizd a una concentracion de
acrilamida del 12% en el gel separador y al 5% en el gel concentrador. Para
correr el gel se empled una solucién amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92,
0.1% de SDS pH 8.3. La electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante de
100 V.

d) Ensayo de western blot para las proteinas SOX2, NANOG y OCT3/4

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas
de PVDF (Bio-Rad). Los geles, membranas, papeles Whatman y esponjas se
incubaron 15 min en solucion de transferencia de proteinas (Tris 0.025 M,
glicina 0.192 M vy, 20 % de metanol). Posteriormente se armé el cassette y
sumergioé en solucién de transferencia y se transfiri6 100 mA durante 1 h en
hielo. Para confirmar la transferencia de proteinas a la membrana se utilizé la
tincion con rojo Ponceau y se lavé la membrana con PBS 1x pH 7.4.

Las membranas se secaron y bloquearon durante 60 min a temperatura
ambiente con TBST-1x que contiene 5% de BSA (Sigma-Aldrich) y después se
incubaron durante la noche a 4 °C con SOX2 de ratén anti-humano (Santa
Cruz; 1: 300), NANOG de raton anti-humano (Santa Cruz; 1: 300), OCT3/4 de
raton anti-humano (Santa Cruz; 1:300) y actina de raton anti-humano (Santa
Cruz; 1:300). Después de la incubacion, la membrana se lavo 3 veces en TBST-
1X y se incubd con un anticuerpo de cabra antiraton en una dilucion 1:20,000
(BioRad). El anticuerpo unido se detectdé mediante la emision de luz usando
quimioluminiscencia mejorada Hyperfiim (GE Healthcare) en un equipo

ChemiDoc.
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F. ANALISIS DEL MICRORNAOMA

1. Transcripcion reversa (RT) de miRNAs.

Para obtener los perfiles se realizaron RT-PCRs de miRNAs de ARN obtenido
de células troncales y no troncales de la linea celular MCF-7, mediante el uso
del pool de primers stem-loop RT Megaplex (Applied Biosystems), que permitié
la conversion a cDNA de cientos de miRNAs maduros en una sola reaccion. De
manera inicial, 3 pL (60-100 ng/l) de ARN total, fueron sumados a la mezcla que
contenia: 0.80 yL de primers RT Megaplex 10X; 0.20 yL de dNTP’s con dTTP
(100mM); 1.5 pL de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/l); 0.80 pL
de buffer RT 10X; 0.90 pyL de MgClz (25 mM); 0.10 yL de inhibidor de RNasa
(20 U/l) y 0.20 pL de H20 libre de RNasa, que en total suman 7.5 uL por
reaccion. La mezcla se agité suavemente y se dejo incubar por 5 min en hielo.
La reaccion de PCR se realizé en un termociclador GeneAmp System 9700
(Applied biosystems), programando 40 ciclos de tres temperaturas a 16°C por 2
min; 42°C por 1 min; 50°C por 1 s; seguido de un paso de 85°C por 5 min y un
paso final a 4°C.

2. Preamplificacion del producto de RT.

Con el fin de detectar miRNAs que presenten un nivel muy bajo de expresion,
asi como de minimizar la cantidad de muestra requerida, se realizd6 una
preamplificacion previa a la deteccion por PCR en tiempo real. Esta consiste en
una mezcla de reaccién que contiene: 12.5 pyL de la master mix TagMan
PreAmp (2X); 2.5 pL de los primers Megaplex PreAmp (10X); 7.5 yL de H20
libre de nucleasas y 2.5 uL del producto de reaccién, dando un volumen final de
25 pL por reaccién. La mezcla se agitd suavemente y se dejo incubar por 5 min
en hielo. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp System
9700, programando tres pasos a 95°C por 10 min; 55°C por 2 min; 72°C por 2
min; seguido de 12 ciclos de dos temperaturas 95°C por 15 s y 60°C por 4 min,

posteriormente continuo un paso de 99.9°C por 10 min y finalmente un paso de
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4°C. El producto de la preamplificacion fue diluido con 75 yL de TE pH 8.0 y
analizado mediante PCR en tiempo real.

3. Perfiles de expresion de miRNAs.

Se analizé la expresion de miRNAs mediante el arreglo TagMan MicroRNA
Array v-3.0 A+B de baja densidad, (TLDA, TagMan Low Density Array) el cual
contiene dos placas con sondas TagMan conteniendo 667 miRNAs humanos
mas ocho controles internos, lo que permitié evaluar de manera confiable la
expresion conjunta de los miRNAs en un solo experimento. Las sondas
corresponden a secuencias de mMiRNAs reportados en la base de datos
mirBASE v10.0 de humano (http://microrna.sanger.ac.uk./sequences/). Para
esto, 9 uL del producto diluido de la preamplificacién se mezclaron con 441 uL
de agua libre de RNAsas mas 450 pL del master mix TagMan (Universal PCR
Master Mix, No AmpErase UNG, 2X). El analisis se realizé en un equipo 7900
FAST de Applied Biosystems, el cual posee un bloque especial de 386 pozos
para PCR en tiempo real. La reaccion se llevé a cabo programando un paso a
95°C por 10 min; seguido de 40 ciclos de dos temperaturas 95°C por 15 s y
60°C por 1 min.

4. Andlisis estadistico

Los resultados se procesaron en los programas RQ Manager 1.2.1 (para
realizar la conversion de datos en un archivo de texto) y DataAssist 2.0 ambos
de Applied Biosystems. Este ultimo nos permitio generar la lista de miRNAs con
expresion diferencial utilizando el método comparativo de Ct (2-24C). Los
parametros del programa se ajustaron a una Ct maxima de 35 lo que nos
permiti6 hacer mas astringentes los resultados obtenidos, utilizando ademas el
método de normalizacion con la media geométrica, que considera todos los
valores de distribucion y es menos sensible a valores extremos. La tasa de
valor de cambio o Fold Change fue representado mediante la expresion log2RQ

lo que nos permitié interpretar de forma mas clara la reduccién o aumento en la
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expresion de un miRNA. Se consider6 como miRNAs con expresion diferencial
aquellos que tenian una tasa de valor de cambio de +2 con respecto al control (que
expresado en log2, equivale a log2RQ+1) y que poseian una confianza estadistica

o valor de p < de 0.5.

G. ANALISIS BIOINFORMATICO
Para la actualizacion de los nombres de los miRNAs “estrella” se utilizd el

software miRDataBase (http://mirdb.org/miRDB/), en la busqueda de los

blancos predichos para los miRNAs se empleo el software TargetScan Version
5.2 (http://www.targetscan.org), asi como la base de datos miRecords
(http://mirecords.biolead.org/), en ellos se utilizaron los parametros que los

programas generan por defecto.

La busqueda de las vias de sefalizacion en las cuales participan los blancos
predichos se hizo con el software Diana-mirPath
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/), utilizando como parametros la base
de humanos, la prediccion de TargetScan5 y realizando analisis individuales o

de multiples miRNAs segun se requiera.

H. TRANSFECCION DEL PRECURSOR DEL miR-583

La linea celular MCF-7 fue transfectada en placas de 6 pozos con el precursor
del miR-583. Se prepard una mezcla de 150 yL de medio Opti-Mem con 9 uL
del agente de Lipofectamine RNAimax™ Amine (Life Technologies) por cada
pozo a transfectar y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Se adicioné el
pre-miRNA (30 nM) previamente diluido en 150 yL de medio Opti-Mem. La
mezcla se depositd en cada pozo junto con medio DMEM debidamente
complementado (2.183 mL de medio y 317 uL de la mezcla de transfeccion). Se
transfectd como control la secuencia scramble recomendada por el fabricante
bajo las mismas condiciones. La expresion relativa del miRNA de interés fue
evaluada a las 48 h, mediante gqRT-PCR en tiempo real utilizando el Stem-loop
RT MicroRNA assay para el miRNA y como normalizador el sn/snoRNA RNU44.
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Para ello se aislo el ARN total de las células transfectadas y controles utilizando
el método estandar de Trizol. Se utilizaron 100 ng de ARN total para las

reacciones de transcripcion reversa y amplificacion.
I. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

1. Extraccion de proteinas de células transfectadas con el pre-miR-583

Para la obtencién de extractos proteicos de células transfectadas con el pre-
miR-583, con la secuencia Scramble y con el agente transfectante (controles),
se despegaron las células de los pocillos de cultivo celular con tripsina
0.25%/PBS-EDTA como se describié anteriormente hasta obtener una pastilla
de células, la cual se lavo una vez con PBS frio, y se resuspendié en el buffer
de lisis TNTE frio (50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 0.1% Tritéon X-100, 1
mM EDTA) suplementado con un céctel de inhibidores de serinproteasas,
cisteinproteasas y metaloproteasas 15X (Complete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) (960 pL de buffer mas 40 pL de inhibidor de proteasas) a 4°C durante
15 min en agitacion. Posteriormente, se centrifugd la suspension de células-
buffer a 12,500 rpm durante 15 min a 4°C y se recupero el sobrenadante del
cual se hicieron alicuotas y almacenaron a -80°C hasta su cuantificacion y

analisis.

J. Ensayos de inmunodeteccion

Los cambios en la expresion de la proteina GSK3[B, se evalué6 mediante
ensayos Western Blot. Para ello 50 ng de los extractos obtenidos por la lisis de
las células transfectadas fueron cargados en geles de poliacrilamida al 12%.
Las muestras previamente calentadas a 100°C y diluidas en buffer de carga 1X
con B-mercaptoetanol, se sometieron a electroforesis a una velocidad inicial de
60 volts (hasta alcanzar el gel stacking) y posteriormente a 150 volts. Los geles
se equilibraron durante 10 min, posteriormente se transfirieron en pares a
membranas de PVDF (Bio-Rad), empleando la camara semi-humeda (Bio-Rad)

con voltaje de 25 volts durante 40 min. Las membranas donde fueron

63



transferidas las proteinas se incubaron en solucién bloqueadora (5% de leche
descremada en PBS 1x pH 7.4) durante 1 h a temperatura ambiente o durante
toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavd la membrana con PBS 1x-Tween20
(0.05%) durante 5 min, tres veces, luego se agregd el anticuerpo primario
GSK3 de conejo anti-humano (Santa Cruz) en una dilucién 1:2500 en PBS 1x-
Tween20 0.05% y se incubo toda la noche a 4°C en agitacion. Después de la
incubacién con anticuerpo primario las membranas se lavaron tres veces en
PBS 1x- Tween20 0.05 % y se adiciond el anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa diluido a 1:2500 en PBS 1X-tween 20 al 0.05% y se
incub6é durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion. Posterior a la
incubacién del anticuerpo secundario las membranas se lavaron cinco veces
durante 3 min con PBS 1x y se revelaron por quimioluminiscencia incubando las
membranas durante 5 min con el reactivo ECL (Amhersham Pharmacia Biotech,
USA). Posteriormente cada membrana fue leida en un equipo ChemiDoc
Imaging Systems (Biorad). A las bandas detectadas en las membranas se les
realiz6 un analisis densitométrico empleando el programa mylmageAnalysis

software (Thermo Cientific).

K. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los experimentos se expresaron como un promedio + de su
error estandar. Se utilizé la prueba estadistica T-Student, con el software IBM
SPSS v.20 tomando como significativos los valores con una p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

A. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CELULAS TRONCALES
CANCEROSAS MCF-7 CD44*/CD24'ov

Mediante el uso de FACS, se identificd una pequefia subpoblacion de células, a
travées de un analisis de escala lineal para SSC/FSC, se obtuvieron
primeramente 2 subpoblaciones claramente identificadas: las células mas
pequefias con una baja granularidad y células de mayor tamafo con una mayor

granularidad.

Al analizar la presencia de marcadores de células troncales sobre las células., y
basados la expresion de los marcadores de superficie CD44 y CD24
caracteristicos de células troncales normales de epitelio mamario, observamos
que solo el 12.3% de la antigenos CD44 esta presente en las poblacion de
células de tamafno pequeino y que el 87.7% no expresa CD44 en su superficie
(CD44"). En cuanto a la poblaciéon mayor, se determiné que tenia un 73.8% de

fenotipo CD247°% y el 26.2 % expresaron el marcador CD24* (Figura 10).

Del total de la linea celular sélo un 1.7% de las células presentaban un fenotipo
CD44%/CD24"o% adicionalmente se analizd la expresion de CD34, el cual es un
marcador de células troncales hematopoyéticas para asegurar aun mas que
presentaban un fenotipo troncal las células aisladas, las células troncales
cancerosas obtenidas mostraron un fenotipo CD34-, por lo cual son células
troncales pero no comparten caracteristicas de células troncales

hematopoyéticas.

La subpoblacion de células que se obtuvo al realizar el sorting celular a la linea
MCF-7, presentaba una mayor adherencia al plastico a diferencia de la linea
parental MCF-7, esto es una caracteristica de células troncales, ademas

presentaban una proliferacién mayor, por lo cual alcanzaban una confluencia
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del 80% mas rapidamente. Ademas ambos tipos de células mostraron una
morfologia muy similar, por lo cual basados en esta caracteristica no es posible

identificarlas (Figura 11).

De acuerdo a lo reportado por Shang y col (2014), en lineas celulares de cancer
de mama existen pequenas subpoblaciones de células troncales cancerosas,
que pueden ser aisladas mediante marcadores de superficie, algunos de éstos
son especificos, es decir dependen del tipo de células cancerosas con las que
se esté trabajando. De manera similar a lo observado en nuestro estudio,
Shang y col aislaron una pequefia subpoblacion de células troncales

cancerosas de mama de la linea celular MCF-7 con un fenotipo CD44*/CD24-

/low

Nuestros resultados también concuerdan con lo reportado por Han y col. (2012),
ya que también aislaron CSCs con marcadores de superficie CD44*/CD241ow

de la linea celular MCF-7.
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Figura 10. Analisis de ﬁuntos en una escala lineal de la linea celular MCF-
7. a) El recuadro rojo de linea punteada indica la poblacién principal. b) Se
identifican las dos poblaciones celulares una pequefia con una baja
granularidad y la segunda grande con alta granularidad. c) Se observa la
poblacién celular que expresa los marcadores CD44 y CD24, solo el 1.7%, en el
cuarto recuadro d) se observa la poblacion que expresa solo CD44 y e) La

subpoblacién que no expresa CD34.
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Figura 11. Cultivo celular de la linea MCF-7 de cancer de mama y células
troncales MCF-7 CD44*/CD241ov,
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B. MARCADORES DE PLURIPOTENCIALIDAD EN CELULAS MCF-7
CD44*/CD241ow

Los factores de transcripcion OCT3/4, NANOG, SOX2 y FOXD3 juegan un
papel critico en mantenimiento de la pluripotencia; por lo tanto, se analizaron
sus niveles de expresion a las células MCF-7 CD44*/CD24°% y parentales
través de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR). Nuestros resultados demostraron que la expresion del ARNm de NANOG
disminuia en células troncales en comparacion con las células parentales, al
igual que la expresiéon del ARNm de OCT3/4 sin embargo, la expresion del
ARNm de SOX2 se mantuvo constante en ambos tipos de células (figura 12).
Una vez realizado la PCR, se realizé un analisis de densitometria a las bandas
obtenidas para cuantificar los niveles de expresion de los factores de
transcripcion y no se observé diferencia significativa en la expresién de genes

asociados a troncalidad (Figura 13).

Para establecer si los niveles de expresion de ARNm detectados de los genes
de OCT3/4, NANOG y SOX2 estaban correlacionados con sus niveles de
expresion de proteina se realizé Western blot de extractos de proteinas totales.
Como se muestra en la figura 14, la expresion de la proteina de OCT3/4 es un
poco mayor la expresion en células MCF-7 CD44*/CD24"°% que en células
parentales pero aun asi no se observd una diferencia estadisticamente
significativa. En el caso de la expresion de la proteina NANOG se mantuvo de
igual manera que en la expresion del ARNm, es decir, menos expresion de
proteina en células MCF-7 CD44*/CD24"°% que en parentales, de igual manera
no se mostré una diferencia estadisticamente significativa. Respecto a la
proteina de SOX2, se observé una expresion igual al ARNm, manteniendo sus
niveles de expresion en ambos tipos de células. Para determinar si habia
diferencia estadistica entre ambos tipos de células se realizé un analisis de
densitometria a las bandas obtenidas por western blot. Ademas se realizé un

analisis de densitometria a las bandas obtenidas para cuantificar la expresiéon
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de proteinas de factores de transcripcion, donde no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre células troncales y células parentales
(Figura 15).

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Shanshan y col. (2013),
en los cuales no se observé una diferencia significativa en los niveles de
expresion entre células troncales cancerosas y células parentales de genes
maestros encargados de mantener el fenotipo troncal como SOX2, NANOG y
OCT3/4. Cabe mencionar que el analisis del grupo de investigacion de

Shanshan se realizd en varias lineas celulares.

Respecto a la expresion de la proteina OCT3/4 Fei y col. (2012) reportaron una
diferencia minima de la expresion de esta proteina en células troncales vy
células parentales por lo cual esta diferencia no resulta significativa, lo cual

coincide con nuestros resultados.

Klonisch y col. (2008), donde ellos encontraron que la expresion de los factores
de transcripcion NANOG, SOX2 y OCT3/4 es diferente en células troncales
cancerosas y células no troncales pero si cancerosas, lo cual difiere a lo

observado en nuestro estudio.
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Figura 12. Expresion de factores de transcripcion en la subpoblacién mcf7
CD44*/CD247°%, Se analiz6 mediante RT-PCR punto final la expresion de los
factores de transcripcion OCT3/4, NANOG, SOX2 y FOXD3 en la subpoblacion
CD44*/CD247°" y la linea celular parental MCF7, normalizando los valores con

la expresion de GAPDH. Se muestra como control positivo la expresion en
células troncales mesenquimales (MSC) y el control negativo (CTL (-)). Del lado
derecho se sefala el tamafio de los fragmentos obtenidos de acuerdo a lo

esperado.
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Figura 13. Valores normalizados de densitometria de la expresion de
factores de transcripcion en la subpoblacion MCF-7 CD44*/CD24"°%. No se
observo una diferencia en la expresion entre células MCF-7 CD44*/CD247ov y
MCF-7 parental. Se utilizé como control positivo de expresion de los factores de

transcripcion células mesenquimales.
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FIGURA. Expresion de proteinas en la subpoblacion MCF-7 CD44*/CD24"°%, Se analizé mediante western
blot la expresién de proteinas de los factores OCT3/4, NANOG y SOX2 en la subpoblacion CD44+ y la linea
celular parental MCF7, normalizando los valores con la expresion de beta actina. Se muestra como control
positivo la expresion en células troncales mesenquimales (MSC). Del lado derecho se sefala el tamafio de los

fragmentos obtenidos de acuerdo a lo esperado.
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Figura. Valores normalizados de densitometria de la expresion de las proteinas de factores de
transcripcion en la subpoblacion MCF-7 CD44*/CD24°%. No se observa una diferencia en la expresion entre
células MCF-7 CD44*/CD24"°" y MCF-7 parental. Se utilizé como control positivo de expresion de los factores de

transcripcion células mesenquimales (MSC).
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C. ANALISIS DE LA EXPRESION DE MIRNAS EN CELULAS MCF-7
CD44*/CD24"°%Y CELULAS MCF-7

Los 42 miRNAs que presentaron cambios significativos en su expresién fueron
visualizados a través de un grafico de volcan. Este es la representacion de la
tasa de valor de cambio expresada en (log2RQ) en relacion con el valor de P
(expresado en log10), lo que nos permite observar los miRNAs que modulan su
expresion por arriba de linea de corte que en este caso fue de p=0.05. Con este
tipo de grafico visualizamos la totalidad de los miRNAs que se modularon en el
perfil de expresion y los 41 miRNAs que superan la linea de corte con una tasa
de valor de cambio +2 y un valor de p=0.05 (figura 16). Con este tipo de grafico
visualizamos la totalidad de los miRNAs que se modularon en el perfil de
expresion y los 42 miRNAs que superan la linea de corte con una tasa de valor

de cambio +2 y un valor de p<0.05.

Entre los miRNAs modulados significativamente figuran algunos previamente
reportados en cancer de mama tales como miR-100, miR-145, miR-543, miR-
125b y miR-18b. La lista de los 42 miRNAs modulados en celulas troncales
MCF-7 CD44*/CD247°% se muestra en la tabla 1. En ella se puede apreciar el
nombre del miRNa, su tasa de valor de cambio (Fold Change= log2 RQ) y el

valor de p.

En diversos grupos de investigacion se han analizado perfiles de miRNAs para
determinar la funcién de alguno de ellos en células troncales cancerosas, tal es
el caso de Liu y col. (2015), que analizaron un perfil de miRNAs en células
troncales CD44*/CD24°% provenientes de la linea celular MCF-7 y al igual que
nuestros resultados se muestra que la mayoria de los miRNAs desregulados

presentan una baja expresion.

75



Group: [ vi Reference: C v Fold Change Boundary: 2.0 | P-Value Boundary: 0.05|

Volcano Plot (Study: Troncales, T vs C, Fold Change Boundary: 2.0, P-Value Boundary: 0.05)

5.00

4.75

4.50

4.25

4.00

375

3.25

3.00

-log10(P-value)
I~ I~
3 o

I8}
i
@

1e

18, 19,
24

0.50

32 31 30 -29 .28 -27 26 25 24 .23 22 21 -2

-6 -15 -14 13 -12 -11 10 9 B8 7 6 S5 4 32

log2(Fold Change)

Figura 16. Expreﬁén diferencial de miRNAs en células troncales CD444*/CD24"°v, La figura muestra las

representaciones graficas del perfil de expresion de miRNAs. El grafico volcan que muestra la totalidad de

miRNAs en el perfil de expresion y las lineas de corte de tasa de cambio (log2+1 = Fold change 2) y valor de P (-

log10 P-value).
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Tabla 1. MicroRNAs modulados en la subpoblacién de células troncales MCF-7 CD44*/CD24"'°%analizados
por TLDAs.

miRNAs reprimidos en células troncales cancerosas MCF-7 CD44*/CD24/1ow

miR-409-3p miR-583 miR-221-5p miR-212-3p miR-18b-5p miR-138-5p
miR-181a-2-3p mir-181a-1 miR-520D-3p miR-1227-5p miR-105-3p miR-17
miR-770-5p miR-488-5p miR-210 miR-628-5p miR-564 miR-21-3p
miR-543 miR-490 miR-100-5p miR-541-5p miR-376b-3p miR-424-3p
let-7b-3p miR-125b-5p let-7C-3p miR-302a-5p miR-15a-3p miR-22-5p
miR-222-5p miR-100-3p miR-609 miR-621 miR-517-5p miR-33a-3p
miR-18a-3p miR-145-5p miR-148a-5p miR-572 miR-575

miRNAs sobreexpresados en células troncales cancerosas MCF-7 CD44*/CD24ow

let-7e-5p
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D. BLANCOS PREDICHOS Y VALIDADOS DE LOS MIRNAS DEL PERFIL DE
EXPRESION

Existen diversos programas que pueden predecir los blancos potenciales de los
mMiRNAs y cada uno de ellos se basa en distintos algoritmos generando blancos
muy variables. Un ejemplo de ellos es el programa TargetScanHuman

(http://www.targetscan.org/vert 50/) que arroja 5389 posibles blancos del miR-

583, debido a que TargetScan considera el contenido de uracilos y adeninas en
la secuencia, asi como la proximidad de clusters y la conservacion de la
secuencia en diversas especies animales. En este estudio realizamos la
prediccion de blancos con el software TargetScan y miRDataBase, este ultimo

para la correccion de nombre de los miRNAs “estrella”.

Los resultados muestran una gran variabilidad en el numero de blancos
predichos para cada miRNA, por ejemplo el miR-145-5p posee 891 blancos
potenciales, mientras que para el miR-17 se estiman 1, 384 blancos, en el caso
del miR-100 sélo se predicen 59 blancos. La totalidad de los blancos predichos
para cada uno de los miRNAs fue registrada en una hoja de calculo obteniendo
un total de 104, 794 blancos potenciales que pueden ser regulados por uno o

mas de los 42 miRNAs modulados.

En el caso de los blancos validados estos fueron obtenidos con el programa
miRecords (http://mirecords.biolead.org/). Esta base de datos considera como
blancos validados solo aquellos genes que experimentalmente han sido
analizados mediante estudios de interaccion entre la region semilla y su
respectivo blanco. Los resultados arrojados por el programa miRecords
muestran que de los 42 miRNAs modulados diez poseen blancos validados.
Estos son los miRNAs miR-222-5p con dieciséis blancos validados, miR-18a-3p
con uno, MmiR-125b-5p con sesenta y cinco, miR-145-5p con diecinueve, miR-
221-5p con veinte, miR-210 con cuatro, miR-100-5p con cinco, miR-148a-5p

con siete, miR-22-5p con siete y let-7e-5p con cinco. El cuadro 2 es un ejemplo
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de algunos datos que fueron recopilados con estos programas y que nos
permitieron crear una matriz con la totalidad de blancos predichos, misma que

se tomdé como base para realizar los analisis posteriores.

Se han llevado a cabo diversos analisis bionformaticos para determinar cuales
pueden ser los posibles genes blancos de un miRNA y en qué vias de
sefalizacion participan dichos genes. Liu y col. (2015), realizaron una busqueda
y encontraron que los genes Frizzled 7 y TNKS2 podrian ser blancos del miR-1,
estos genes estan presentes al inicio de la ruta de Wnt/B-Catenina, lo cual
concuerda con nuestro analisis, ya que también nuestros miRNAs desregulados
tienen varios genes como posibles blancos que intervienen en dicha ruta o en

algunas otras que también son importantes.
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Cuadro 2. Blancos predichos y validados de los miRNAs modulados en

células MCF-7.
miRNA Blanco predicho Blanco validado
FOXD3, TCF4, RABS5A, KDR,
miR-543 PAX6, GATA6, CDX2, TGIF2, -
NAALAD2, TNC, BAMBI, GNG10
PIK3, PIK3CA, TWIST, CDH2, MYC, IRS1, MUCH1,
miR-145-5p EPHA4, SERPING1, ABCA1, IGF-IR, SOX9, KRT7,
NRIP3, FGFR3, ORCA1L, CCDC25
VIMENTIN, AKT1, PTCH1, LEF1,
miR-138-5p DDR2, DACH1, PBX0O41, SRC, -
FRS2A, ZXH2, MAP2K2
CD44, SOX2, FOXD3, SFRP2,
let-7tb-3p e
TCF4
FOS, BIM, PIK3R1,
OCT3/4, NANOG, FRAT2, PAX6,
miR-221-5p PTEN, CDKN1C, BMF,
GATAG, CDX2, TGIF2, PIP5K1C
DDIT4
DNMT3B, NR1L2,
BAMBI, CDD44, ABCB5, C-MET,
miR-148a-5p DNMT1, MSK1,
ITGA6, FZD4, NOTCH3
CDNK1B
LIF, mTOR, RAC1, FOXO03, mTOR, IGF-IR,
miR-100-5p

FGFR3, BMP2, IGFR1

RPTOR, FGFR3, PLK1
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1. Seleccion de un miRNA para su estudio funcional.

Los resultados obtenidos previamente mostraron la existencia de 42 miRNAs
modulados de manera diferencial. Para determinar cuales de ellos podrian
estudiarse funcionalmente se utilizaron dos criterios de seleccion. El primer
criterio fue la informacion existente de cada miRNA, por ejemplo, en el caso del
miR-145-5p ha sido ampliamente estudiado en cancer de mama, mientras que
del let-7C-3p no existe ningun reporte en la base de datos de PubMed, por lo
que es interesante estudiar algun miRNA que no estuviera reportado para
aportar nueva informacion. EI miRNA seleccionado, no ha sido reportado
previamente en algun tipo de cancer o se desconoce su funcion en cancer de
mama (cuadro 3). El segundo criterio fue considerar las rutas de senalizacion
que potencialmente puede regular cada miRNA, por ejemplo el miR-770-5p esta
reprimido en las células troncales de cancer de mama y no ha sido reportado
previamente en este tipo de cancer. Sin embargo al considerar las rutas de
sefalizacion en las que estan implicados sus blancos celulares tales como
regulacion del citoesqueleto de actina, uniones estrechas, interaccion con la
matriz extracelular y sefializacion de la via del calcio, resultaria mas interesante
estudiar algunos mMiRNAs como el miR-543, el cual tiene las mismas
consideraciones que el miRNA anteriormente mencionado pero que ademas
puede modular vias tradicionalmente asociadas al desarrollo del cancer tales
como IGF-IR, Wnt/B-Catenina, y BMP. Considerando estos criterios, se

selecciond el miR-583 para su analisis funcional.

De acuerdo al programa TargetScan V7.1, el miR-583 puede regular de manera
potencial la expresion de 5389 genes, entre ellos destacan algunos como:
FOXD3, TCF4, NAALAD2, SSBP2, PIP5K1C, BAMBI, CD44, CDH11, CLDN1,
EGFR, ESR1 EGFR, ADAM12, PIK3, PIK3CA, GSK3B, LIF, CDH1, ZEB2,
ALCAM, CDH2, CDC42, RDH10, ABCA1, ABCBG2, CTNNB1, WNT11, PTCHH1,
PTEN, KLF4 y APC que son genes que participan en el desarrollo del cancer y

mantener el fenotipo troncal de las células (tabla 2). Hasta el momento este
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miRNA no ha sido reportado en cancer de mama. Entre las rutas que este
miRNA puede regular potencialmente se encuentran IGF-IR, Wnt/B-Catenina, y
BMP, pero regulando un mayor numero de genes importantes en la ruta de Wnt,
como B-Catenina, AXIN, APC Y GSK3, el cual se encarga de la fosforilacién

de B-Catenina, para que la cascada de sefalizacion ocurra (figura 17).
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Cuadro 3.

miRNAS

miR-409-3p

miR-125b

miR-490
miR-145
miR-138

miR-18a-3p

miR-145

miR-100-5p

miRNAs desregulados en

Funcion

Inhibir crecimiento, induce apoptosis, reduce migracion e
invasion

Funciona como un supresor de tumor en cancer colorectal

Modulador de apoptosis

Regula la migracién celular en cancer

Regula proliferacion celular y apoptosis en osteosarcoma

Inhibe proliferacién e invasién de carcinoma de células de
esofago

Inhibicidn del crecimiento e invasion en células cancerosas

Desconocido

Inhibe el crecimiento celular en cancer papilar humano

Inhibe proliferacién cellular en cancer de préstata

Funciona como supresor de tumor en cancer colorectal

Inhibe el mantenimiento y expansién de BrCSCs

células MCF-7 CD44*'CD24ov

Blancos
validados

C-MET

GAB1

BCL-2

PAR2 y
GAB2

HMGA2
c-Myc
FOXP4

Desconocido
DUSP6

SOX2

IGF1R

Plk1

analizados en cancer.

Referencia
(Wan y col., 2014)

(Baiy col., 2015)
(Cheny col., 2015)

(Yang y col., 2015)

(Liu y col.)
(Wang y col.,

2013)

(Yang y col., 2015)
(Zheng y col.,

2013)

(Guy col., 2015)

(Ozen y col., 2015)

(Zheng y col.,

2014)

(Petrelli y col.,

2014)
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Tabla 2. Genes modulados por el miR-583 en células MCF-7 que participan en mantener el fenotipo troncal

Genes involucrados en mantener el fenotipo troncal

FOXD3

TCF4

DKK1

TDGF1

KDR

FAK

GATAG6

TGIF2

NAALAD?2

SSBP2

PIP5K1C

BAMBI

GNG10

CD44

CD38

ERBB2

FZD4

NOTCH3

CDH1M1

CLDN1

EGFR

ADAM12

PIK3

PIK3CA

GSK3B

PIK3R1

PDGFRB

LIF

CDH1

ZEB2

ALCAM

CDH2

RARA

RAC1

CDC42

RDH10

ABCA1

ABCG2

CTNNB1

WNT11

PTCH1

PTEN

KLF4

LEF1

APC

DDR2

SPRF1

CSKN1A1

UBE2D1

LRP6

FGF1

SRC

FRS2A

RASA1

MAP2K1

SMO
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Figura 17. Vias de senalizacion potencialmente afectadas por miRNAs en células troncales cancerosas.
Esquema representativo de genes que pueden afectarse en las principales vias de sefalizacion que mantienen el

fenotipo troncal, esto por mMiRNAs desregulados en las células analizadas.
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E. MIR-583 SE ENCUENTRA APAGADO EN LA LINEA CELULAR MCF-7 DE
CANCER DE MAMA.

Para evaluar el efecto celular de la represion del miR-583, se eligi6 como
modelo celular la linea MCF-7. La eleccion se realizé considerando que la linea
celular MCF-7 mostré una nula expresién del miR-583, lo que sugiere que un
aumento en su expresion podria tener un efecto celular evidente que permita
inferir la funcién del miRNA. Ademas, mediante una revision de la literatura y
analisis de marcadores de pluripotencialidad se encontré que la linea celular
MCF-7 y las células troncales MCF-7 CD44*/CD247°% presentan algunas
semejanzas, por ello el miR-583 puede influir en mantener el fenotipo troncal en
ambos tipos de células. Esta hipotesis se sustenta al considerar los resultados
de prediccién de blancos y rutas afectadas por el miR-583, los cuales muestran
las posibles vias afectadas que estan encargadas de mantener el fenotipo
troncal. Finalmente, una de las caracteristicas importantes de la linea celular
MCF-7, es su capacidad de formar mamoesferas, lo cual correlaciona a las
células MCF-7 con las células troncales cancerosas, por lo cual decidimos
evaluar el efecto del aumento de este miRNA en este proceso de mantener el

fenotipo troncal.

La expresion del miR-583 fue evaluada en la linea celular MCF-7 de cancer de
mama, mediante qRT-PCR. Los resultados mostraron que el miR-583 no se
encuentra expresado en células MCF-7. Pero una vez realizada la transfeccion
del precursor del miR-583 en células MCF-7, se logro restaurar la expresion de
eéste, lo cual nos indica que se podria apagar o disminuir la expresion de algun
gen que posiblemente sea blanco de miRNA, esto segun lo arrojado por los

analisis bioinformaticos anteriores (Figura 18).

Para realizar el analisis estadistico y correlacionar los valores de expresion del

miR-583 en células sin transfectar y en células transfectadas, se utilizé la
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prueba estadistica T-Student, con el software IBM SPSS v.20 tomando como

significativos los valores con una p<0.05 (Tabla 3).

Se han realizado algunos estudios de la expresion de miRNAs asociados a
células troncales. Gwak y col. (2014) estudiaron los niveles de expresion de la
familia miR-200, miR-9 y miR-155 mediante gRT-PCR en células troncales
cancerosas de diferentes subtipos con el fenotipo CD44*/CD247°%, Contrario a
lo observado en ese estudio, nuestros resultados muestran que la expresiéon de

del miR-583 esta reprimida.

Yun y col. (2014) estudiaron antes el miR-583 y su relacion entre células NK e
IL-2. Es el unico analisis anterior que existe de este miRNA, ya que en cancer
no hay estudios previos donde se haya evaluado la expresion del miR-583. Por
lo cual resultdé ser un miRNA interesante de estudiar en células troncales

cancerosas.
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Figura 18. Expresion del miR-583 en la linea celular MCF-7 de cancer de
mama. cMCF7, son células sin transfectar; Sc MCF7, son células transfectadas
con una secuencia scramble y MCF7 583, son células transfectadas con el pre-
miR-583. La expresion se analizé mediante qRT-PCR, los valores fueron

normalizados con base a la expresién de RNU-44.
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Tabla 3. Analisis estadistico de la expresion del miR-583

Experimento Media SD p<0.05
MCF7 1.63 1.82
control
MCF7 1.02 0.17 0.685
Scramble
MCF7 41402.25 6581.32 0.012
miR-583
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F. LA EXPRESION DEL MIR-583 INDUCE CAMBIOS EN LA EXPRESION DE

LA PROTEINA GSK3B

De acuerdo a los analisis bionformaticos realizados, el miR-583 podria tener
como blanco algun gen que esté implicado en vias de sefalizacion que
mantienen el fenotipo troncal de las células. Una de las principales rutas en
mantener este fenotipo es la ruta de Wnt/B-Catenina, donde intervienen genes
claves como B-Catenina, APC, AXIN y GSK3B, GSK3B es importante ya que
lleva a cabo la fosforilaciéon de (B-Catenina para que continlue la cascada de
sefalizacion y puedan activarse factores de transcripcion encargados de
mantener el fenotipo troncal. Tomando como referencia los analisis realizados,
se utilizd un anticuerpo contra la proteina que participa en la fosforilacion de
genes en la ruta de Wnt. A través de ensayos western blot, encontramos que la
expresion del miR-583 aumenta mientras que disminuye la la expresion de la
proteina GSK3[3 (figura 18).

No se han reportado estudios en los cuales donde se evalue algun gen que
pudieran ser blanco del miR-583. Por ello, nos enfocamos en algunos genes
que tuvieran participacion en una de las vias de sefalizacidn encargadas de
mantener el fenotipo troncal de las células y que segun los datos obtenidos

previamente, puede ser blanco de este miRNA.
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Figura 18. El miR-583 modula la expresién de la proteina GSK3p. Se
muestra el efecto de la expresion del miR-583 en la expresion de la proteina
GSK3B. Células MCF-7 control y tranfectadas con 30 nM del pre-miR-583
fueron lisadas a las 48 horas post-transfeccion. 50 ug de las proteinas fueron
sometidas a electroforesis y transferidas a membranas de PVDF para realizar
los ensayos western blot. Los resultados de estos ensayos fueron analizados
mediante densitometria y normalizados con base en la expresion del control de
carga GAPDH. (A) Ensayos western blot para la proteina GSK3p (B) Valores
normalizados de densitometria correspondiente a los resultados en el panel A.
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestros resultados se observa que dentro de la linea celular
MCF-7 se encuentra una pequefia subpoblacion de células con un
inmunofenotipo CD44*/CD24”°w, Este fenotipo se ha utilizado para aislar
células troncales del epitelio mamario normal humano. Este fenotipo parece ser
conservado durante el proceso de la carcinogénesis y por lo tanto es una

herramienta importante para estudiar la progresion del cancer de mama.

Se identificaron cuarenta y dos miRNAs (FC +2.0 p<0.05) modulados
diferencialmente entre células troncales MCF-7 CD44*/CD247°% y células
parentales. Del total de los miRNas cuarenta y uno de ellos se encuentran

reprimidos y solo uno se encontro sobre-expresado.

Los cuarenta y dos miRNAs desregulados en las células troncales pueden
regular procesos y vias de sefalizacion involucradas en cancer y sobre todo
vias implicadas en mantener el fenotipo troncal como la ruta de TFG-g y Wnt/B-

Catenina, ente otras.

La expresion del miR-583 se encontrd reprimida tanto en células troncales
MCF-7 CD44*/CD24"°% y en la linea celular parental.

La transfeccion del miR-583 provocd una disminucion en la expresion de la
proteina GSK3[, por lo cual podria verse afectada la via de sehalizacion de
Wnt/B-Catenina y asi conducir a una célula troncal a que pierda su fenotipo de

troncalidad.
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Xl. ANEXOS

Anexo A. Soluciones y reactivos.

Geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Gel separador

Soluciones 12%

Acrilamida/Bis 45 mL
(30%:0.8%)

Tris pH 8.8 2.8 mL
H20 3.75mL
SDS 10% 0.35mL
PSA 10% 0.35mL
TEMED 25 uL

1. Tris-Glicina 10X

e Tris-Glicina-> 30 g
e Glicina> 144 g

Concentrador

Soluciones 5%

Acrilamida/Bis 4.5 mL
(30%:0.8%)

Tris pH 8.8 2.8 mL
H20 3.75mL
SDS 10% 0.35mL
PSA 10% 0.35 mL
TEMED 25 uL

e Aforar a un litro con agua desionizada y filtrar

2. Buffer de corrida SDS-PAGE

e Tris-Glicina 10X-> 100 mL
e SDS 10%-> 10 mL

e Aforar a un litro con agua desionizada
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3. Buffer de transferencia

e Tris-Glicina 10X-> 100 mL
e Metanol - 200 mL
e Aforar a un litro con agua desionizada

4. Buffer de carga para proteinas

Tris-C1 0.125 M pH 6.8
SDS 4%

Glicerol 20%

Azul de bromofenol 0.02
5. Solucidén de tincion de geles de proteinas
e Azul de Coomasie R-250 0.025%,
o Acido Acético 7%
e Metanol 40%
6. PBS 1X
e NaCl (MERCK) 8g
e KCI8g
e Na2HPO40.65g
o KH2P040.2g
Se ajustaelpHa 7.4
7. PBS — EDTA 0.2%

e PBS 1Xp 7.0 500 ml
e EDTA1g

Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave 121°C/ 20 min
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. Buffer para extraccion de proteinas TNTE (Tris-NaCl-Triton-EDTA)

Tris 50 mM (pH 7.4)
NaCl 150 mM

Triton 0.1% al 0.5%

EDTA 1mM
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