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RESUMEN

El cancer es una enfermedad multifactorial que presenta multiples puntos de regulacion
dentro de los cuales la expresion de los microRNAs cumple un papel fundamental.
Ademas de inhibir la traduccion de RNAs a proteina, los microRNAs son capaces de
utilizar mecanismos de transporte como los exosomas para migrar a otros 6rganos y
sistemas transportando asi proteinas, RNA y microRNAs. Previamente en nuestro
laboratorio se detecto la secresion de ocho microRNAs en suero de pacientes con CaMa,
de los cuales se mostro el potencial de los microRNAs 145, 155 y 382 como
biomarcadores para la distincion entre pacientes con CaMa y personas sanas. En ésta
tesis se seleccion6 miR-382 ya que actia como oncomiR en cancer de mama y se
desconoce el sistema de transporte que utiliza asi como si el nivel de deteccion de este
microRNA esta asociado con los estadios del cancer mamario. Para ello, se determiné el
transporte de miR-382 via exosomas y su asociacion con las variables clinopatoldgicas
del cancer mamario en mujeres del Noreste de México. La estrategia experimental
consistié en la cuantificacion del miR-382 en muestras de suero de 20 pacientes con
cancer mamario y 5 personas sanas mediante qRT-PCR. Del suero de las pacientes se
aislaron y caracterizaron los exosomas para posteriormente cuantificar los niveles de
miR-382. Asi mismo, se analiz6 la asociacion entre el nivel de miR-382 en suero y
exosomas con las variables clinopatologicas del cancer. Los resultados obtenidos
corroboraron la presencia de miR-382 en el suero de las pacientes asi como su transporte
via exosomas aislados del el suero de pacientes con CaMa y pacientes sanas. El nivel de
expresion de miR-382 no se encontro asociado a los estadios de CaMa, a la presencia del
cancer o a la invasion de nodos linfaticos. Los resultados obtenidos permiten concluir
que el microRNA-382 se transporta via exosomas tanto en pacientes con cancer como en
personas sanas pero no presenta asociacion con las variables clinopatologicas del cancer
analizadas. Las muestras analizadas fueron obtenidas de pacientes que presentaban un
régimen terapéutico que podria afectar los niveles de miR-382 detectados por lo que se
sugiere incluir pacientes sin tratamiento asi como analizar un mayor nimero de
muestras, ademas de estudiar otros transportadores de microRNAs como las proteinas

argonauta y las moléculas HDL.



1. INTRODUCCION

El céncer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por una division celular
sin control con la posibilidad de invadir otros tejidos y puede desarrollarse por
antecedentes familiares, mutaciones genéticas, factores ambientales, estrés, edad, estilo
de vida entre otros (de la Cruz et al. 2014). Uno de los tipos de cancer que mas destaca
en el mundo es el cancer de mama ya que es la segunda causa de muerte por neoplasia a
nivel mundial y la primera causa en mujeres. En México la tasa de mortalidad se ha
incrementado pues en el afio 2012 correspondia a 17.2 por cada 100,000 mujeres
mayores de 25 afnos y en el afio 2013 en los estados del noreste del pais, Nuevo Leon,
Coahuila y Tamaulipas, la tasa de mortalidad fue de 21.8, 23.8 y 18.3 respectivamente,
por cada 100,000 mujeres mayores de 25 afios (CEAMEG, México 2012). Entre los
métodos de diagndstico y prevencion mas comunes del cancer de mama se encuentran la
mamografia, ultrasonido, autoexaminacién manual, examinacién manual clinica e
imagen por resonancia magnética (MRI). Ademds de estos, se utilizan métodos
moleculares de deteccion de los niveles de receptor de estrogeno, receptor de
progesterona y el receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2)
(Allison 2012). Estas herramientas se utilizan con frecuencia en la deteccion y
clasificacion del cancer de mama, sin embargo, algunos de estos métodos de deteccion
no son suficientemente sensibles para detectar el cAncer mamario en sus etapas mas
tempranas. Debido a esto, se requieren alternativas de deteccion del cancer, que sean
mas sensibles y especificas sin la necesidad de ser invasivas. Una de estas opciones es el
uso de biomarcadores, como lo es el uso de Oncotype DX (Genomic Health Inc., San
Francisco) o el uso de MammaPrint (Agendica, Inc., Irvine, CA) (Allison 2012; Kittaneh
et al. 2013). Otros biomarcadores potenciales en el diagndstico del cancer de mama, son
los microRNAs encontrados diferencialmente expresados entre los distintos tipos de
neoplasias. En nuestro laboratorio se realiz6 la busqueda de nuevos biomarcadores en
cancer de mama, analizando los niveles de expresion de miR-10b, miR-21, miR-125b,
miR-145, miR-155 miR-191 y miR-382 en suero de 61 pacientes con cancer de mama y

10 controles sanos.



Los resultados obtenidos permitieron discriminar entre pacientes con cancer mamario y
aquellos sin patologia maligna. El analisis simultdneo de las curvas ROC de miR-145,
miR-155 y miR-382 demostraron una mayor sensibilidad (97.60%), especificidad
(100%) y eficiencia (98%) que las combinaciones de otros microRNA (Mar-Aguilar et
al. 2013). MiR-382 es uno de varios microRNAs que se encuentran sobreexpresados en
el suero de mujeres con cdncer mamario. Debido a esto, los tres miRNAs descritos por
Mar-Aguilar et al. han sido considerados como potenciales biomarcadores moleculares
en el Cancer de Mama. Sin embargo, se desconoce como estos microRNAs se secretan
al torrente sanguineo y el mecanismo de transporte de este microRNA asi como los
niveles de expresion y su asociacion con los estadios del cancer. Los microRNAs
disponen de diferentes mecanismos a través de los cuales se transportan en sangre, como
lo son el acomplejamiento con proteinas argonauta (Agol-4), proteinas HDL, exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptoticos. Gracias a estos los microRNAs no son
degradados por RNasas activas (Mitchell er al. 2008). Los exosomas son vesiculas
celulares de aproximadamente 30-120 nm secretadas por las células y capaces de
transportar proteinas y RNAs pequefios como los microRNAs. Estas vesiculas se pueden
encontrar en cultivos celulares y en fluidos tales como la saliva, la sangre, la orina y la
leche materna, por lo que se les considera un método de comunicacion intracelular. Los
exosomas presentan diversas moléculas de superficie (CD9, CD63, CDS81, CDS2,
Hsc70, Hsp90) las cuales se utilizan en conjunto con técnicas de microscopia para
caracterizarlos y diferenciarlos de otras vesiculas celulares (Cheng et al. 2013; Vlassov
et al. 2012). La importancia de los exosomas radica en su papel dentro de los sistemas
de comunicacion célula-célula, pues transportan RNA capaz de generar proteinas

funcionales dentro de otras células (Valadi et al. 2007)

Debido a la importancia de la deteccion de microRNAs en el suero de las pacientes con
cancer de mama, en ésta tesis se analizo el posible mecanismo molecular de secrecion
del miR-382 en suero y en los exosomas extraidos de suero de pacientes con cancer

mamario en los diferentes estadios.



2. ANTECEDENTES

2.1.0 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por un crecimiento celular no
controlado. Estas células ademas cuentan con la capacidad de invadir otros tejidos,
caracteristica que incrementa la mortalidad de este padecimiento. Los factores que
estan involucrados en el desarrollo del cancer pueden ser divididos en intrinsecos como
inmunosupresion, inflamacion crénica, mutaciones genéticas, factores hereditarios y los
extrinsecos como la dieta, exposicion a sustancias carcinogénicas, agentes infecciosos,

radiacion (National Cancer Institute, 2015; American Cancer Society, 2015).

El Centro de Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) indicoé que en el
afo 2012 se detectaron 14.1 millones de casos nuevos de cancer y ocurrieron 8.2
millones de muertes debido a esta enfermedad encontrandose como primer causa al

cancer de pulmoén y en segundo lugar el cancer de mama (Figuras 1y 2)
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Figura 1. Tipos mas comunes de cancer a nivel mundial. El cancer mas comun a nivel mundial es el
cancer de pulmén con un 13% del total de casos detectados, seguido del cancer de mama con 12%, el
cancer colorrectal con 10%, el cancer de prostata con 8%, el cancer de estdmago con 7%, cancer de
higado con 6% y cancer cervical con 4%. Tomado de GLOBOCAN 2012
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Figura 2. Niveles de mortalidad asociada a distintos tipos de cancer a nivel mundial. El cancer mas
comun a nivel mundial es el cancer de pulmoén con un 13% del total de casos detectados, seguido del
cancer de mama con 12%, el cancer colorrectal con 10%, el cancer de prostata con 8%, el cancer de
estdmago con 7%, cancer de higado con 6% y cancer cervical con 4%. Tomado de GLOBOCAN 2012

2.2.0 Cancer de mama

El cincer de mama es una enfermedad desarrollada en las células de los tejidos
mamarios. Cada una de las mamas posee entre 15 y 20 secciones llamadas 16bulos, las
cuales a su vez se subdividen en lobulillos, siendo estos donde se produce la leche
materna. Los 16bulos y lobulillos estdn conectados por pequefios tubos llamados ductos

(Figura 3).
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Figura 3. Imagen lateral de las mamas que muestra su composicion anatomica. En la imagen se
muestra la anatomia de los tejidos mamarios sanos, compuestos por las costillas, mtisculo, tejido graso,
lobulos compuestos por lobulillos, ductos que guian los l6bulos hacia la areola y el pezon.

Tomado de National Cancer Institute.



El cancer de mama es a nivel mundial el tipo de cancer mas detectado en mujeres y
como tal, se encuentra entre los primeros lugares de mortalidad. Estadisticas de los
Estados Unidos muestran que en el afio 2016 se detectaron 246,660 nuevos casos de
cancer de mama lo que equivale al 29.23% del total de casos de cancer detectados en ese
afio (843, 820) y se reportaron 40,450 decesos, lo que corresponde al 14.3% del total de
muertes asociadas a cancer (281, 400) (American Cancer Society 2016).

En México el cancer de mama representa uno de los principales problemas de salud. En
el ano 2012, se detectaron 8,545 nuevos casos de cancer de mama, y el mismo afio se
registraron 5,583 decesos debido al cancer de mama en mujeres mayores de 25 afios,
numero que demuestra un incremento anual en la tasa de muerte de mujeres con cancer

mamario (Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Tasa anual de mortalidad de mujeres con cancer mamario en México. En la grafica se
muestra el nimero estimado de decesos por cada 100 mil mujeres en México a través de los afios.
Tomado de SSA, 2016.
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Figura 5. Tasa estatal de mortalidad de mujeres con cancer mamario en México. En la grafica se
muestra el nimero estimado de decesos por cada 100 mil mujeres en los estados de México. Los estados
del noreste de México comprenden Nuevo Ledn, Tamaulipas y Coahuila. Tomado de SSA, 2016.

2.3.0 Clasificacion del cancer de mama

La clasificacion del cdncer mamario describe la extension o invasion al momento del
diagnéstico, lo cual es esencial para determinar la estrategia terapéutica que se debe
adoptar. Existen diferentes sistemas de clasificacion para el cancer de mama entre los

que podemos encontrar:

2.3.1 Clasificacion histologica

El término ‘“‘carcinoma” es utilizado para describir al cancer que se deriva de células
epiteliales, las cuales recubren el sistema de ductos y glandulas encontradas en las
mamas, razon por la cual la mayor parte de las neoplasias en las mamas son carcinomas.
La mayor diferencia entre células benignas y aquellas de un carcinoma, es que estas
ultimas poseen la capacidad de invadir tejido mas alla del epitelio. Todos los carcinomas

de la mama, tanto invasivos como no invasivos, son clasificados en base a su apariencia



histologica y citologica. Algunas de las caracteristicas que se reportan son: sitio, tamafo,
forma, consistencia, color, relacion con la mama adyacente y las estructuras
extramamarias, asi como el nimero de focos con apariencia maligna (Shah et al. 2014).

El término ‘“carcinoma in situ” se acufi® hace tiempo para describir a las células
epiteliales anormales que no han invadido tejidos cercanos pero al ser vistas bajo el
microscopio poseen un gran parecido con células de carcinoma invasivo. Sin embargo,
investigaciones recientes sugieren que la transicion de tejido normal-carcinoma in sifu-
carcinoma invasivo involucra una serie de cambios moleculares mas complejos que solo
las caracteristicas visibles al microscopio. Ademés de esto, se sabe que no todos los
pacientes que poseen un carcinoma in sifu desarrollan un cancer invasivo ain y en
ausencia de tratamiento. El cancer de mama puede ser categorizado en carcinoma in situ
y carcinoma infiltrante o invasivo. El carcinoma in situ puede a su vez, ser
subclasificado en lobular y ductal. El carcinoma ductal in situ (DCIS) es aquel que se
desarrolla en las células de los ductos y posee un mayor indice de prevalencia que el
carcinoma lobular en situ (LCIS), el cual se desarrolla en los 16bulos (Malhotra et al.

2010; Figura 6).

Figura 6. Progresion histolégica del cancer ductal. En la imagen de la izquierda se puede observar la
anatomia normal del lumen ductal en las mamas. En la imagen del centro se muestra el desarrollo de un
carcinoma ductal in situ y en la de la derecha un carcinoma invasivo donde las células perdieron su
morfologia diferenciada. Tomada de Burstein ez al. 2004.

2.3.2 Clasificacion TNM

La clasificacion del cancer por estadios permite conocer la extension de esta enfermedad

en el organismo al momento del diagndstico. Este conocimiento es esencial para
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determinar el tipo de terapia que se utilizard para el tratamiento del cancer. Existen
diferentes tipos de clasificacion del cancer, entre los mas utilizados se encuentra el
sistema TNM, el cual clasifica el estadio del cancer dependiendo del tamaiio del tumor,
el namero de nodulos linfaticos que hayan sido invadidos y la presencia/ausencia de
metastasis. Una vez que se haya determinado el estadio TNM, se hace una clasificacion
en fases I, II, IIT y IV, siendo asi la fase I la mas temprana y la fase IV la mas avanzada

(American Cancer Society, 2015).

Tabla 1. Clasificacion del cancer segiin el sistema TNM

Estadio| T N M
0 Tis NO MO

1A T1 NO MO
IB TO | NImi| MO
Tl | NImi| MO
IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
IIIB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
IIC Tx N3 MO
v Tx Nx M1

TO: No hay evidencia de tumor, Tis: Tumor in sifu, T1: Tumor < 20 mm, T2: Tumor > 20 mm pero < 50
mm, T3: Tumor > 50 mm, T4: Tumor de cualquier tamafio con extension directa al pecho y/o la piel, Tx:
Cualquier T, NO: Sin nddulos linfaticos invadidos, N1: Presencia de células cancerosas en 1-3 nédulos
linfaticos auxiliares, N1mi: Micrometastasis de 2 mm o menos en 1-3 nodulos linfaticos auxiliares, N2:
Presencia de células cancerosas en 4-9 nddulos linfaticos auxiliares o en 1 o mas nddulos linfaticos
mamarios, N3: Presencia de células cancerosas en mas de 10 nddulos linfaticos auxiliares o presencia de
células cancerosas en nodulos linfaticos bajo la clavicula, Nx: Cualquier N, M0: No hay presencia de
metastasis, M1: El cancer se ha diseminado a 6rganos distantes (ej. Hueso, pulmoén, cerebro, higado)



2.3.3 Diagnostico de Cancer de Mama

Entre los métodos de diagnostico y prevencion mas comunes del cancer de mama se
encuentran: Mamografia, Ultrasonido, Autoexaminacion manual, Examinacion manual
clinica e Imagen por Resonancia Magnética (MRI). Ademds de estos, se utilizan
métodos moleculares de deteccion de los niveles de Receptor de Estrogeno, Receptor de
Progesterona y el Receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2)
(Allison 2012), asi como la deteccion de los antigenos CA 15.3 y CA 27.29 para la
deteccion de esta neoplasia, sin embargo, la expresion de estas proteinas en
suero/plasma no concluye con eficiencia la presencia del cancer mamario, pues se han
encontrado relacionadas a otros procesos neoplasicos, asi como otras enfermedades no

relacionadas al cdncer (American Cancer Society, 2015).

A pesar de las diferentes herramientas de diagnostico de las que se disponen, se
requieren nuevas alternativas para la deteccion temprana del cancer, ademas de que sean
mas sensibles y especificas sin la necesidad de ser invasivas. Una de estas opciones, es
el uso de biomarcadores, como lo es Oncotype DX, estudio de 21 genes a partir de una
biopsia tumoral para determinar la eficacia de la quimioterapia en conjunto con la
terapia hormonal cuando el cancer de mama es receptor de estrégeno positivo (Genomic
Health Inc., San Francisco) o el uso de MammaPrint, el cual analiza la actividad de
ciertos genes en etapas tempranas del cancer mamario (Agendica, Inc., Irvine, CA)
(Allison 2012; Kittaneh et al. 2013). En la actualidad, los microRNAs han sido
propuestos como herramienta en el diagndstico del cancer de mama, pues estos se
encuentran diferencialmente expresados en multiples proceso neoplasicos (Iorio et al.

2005).



2.4.0 MicroRNAs

2.4.1 El descubrimiento de los microRNAs

Los microRNAs son cadenas sencillas de RNA de entre 19 y 25 pares de bases. El
primer microRNA fue descubierto en el afio 1993 en el nematodo C. elegans gracias a
los esfuerzos de los laboratorios de Ambros y Ruvkun, y recibio el nombre de Lin-4.
Este fue descubierto gracias a una mutacion que afectaba uno de los genes participes de
la maduracién del nematodo. Aquellos nematodos que perdian la funcion de Lin-4
carecian de estructuras comunes en adultos de su especie, eran incapaces de depositar
huevos y desarrollaban estructuras durante estadios larvales inapropiados. Buscando la
secuencia de lin-4 en un fragmento de 700 pares de bases no se encontraron codones de
inicio y termino convencionales, por lo que se concluyd que el gen de Lin-4 no
codificaba para una proteina. Posteriormente se encontraron dos fragmentos productos
de la transcripcion de este fragmento, uno de 61 pares de bases y otro de 22 pares de
bases. Anteriormente se habia descubierto que lin-4 regulaba negativamente al gen lin-
14, puesto que una mutacion de lin-14 inhibia el fenotipo mostrado por los nematodos
carentes de lin-4. Al analizar esta interaccion, se descubrid que lin-14 era regulado
negativamente a nivel postranscripcional y que la region 3’ UTR era suficiente para esta
regulacion y que los fragmentos producto de la transcripcion de lin-4 eran los

responsables (Almeida et al. 2011).

En el ano 2000, siete afios después del descubrimiento de lin-4, Reinhart y colaboradores
descubrieron el segundo microRNA al cual denominaron Let-7, encontrado también en
el nematodo C. elegans. Al igual que lin-4, let-7 participaba en la maduracion de la larva
a un estadio adulto y mientras que la pérdida de su funcidén causaba la reaparicion de
caracteristicas larvarias aun en el estadio adulto, una sobreexpresion de let-7 generaba
una aparicidon prematura de caracteristicas de larva adulta. La diferencia mas
significativa de let-7 y lin-4 es que el primero se encuentra conservado a través de las
especies que van desde las moscas hasta los humanos donde let-7 se encontrd en érganos

como el cerebro, corazon, higado, pulmones, traquea, intestino delgado y timo.
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Este descubrimiento aportd gran significancia al estudio de una nueva clase de RNAs
pequetios no codificantes, llamados posteriormente “microRNAs” (Bushati y Cohen

2007; Calin y Croce 2006).

2.4.2 Biogénesis y funcion de microRNAs

La génesis de microRNAs comienza en el ntcleo con la transcripcion del ADN por parte
de la RNA polimerasa II, generando un fragmento llamado microRNA primario o pri-
microRNA, el cual poseerd un cap de 7-metilguanilato en el extremo 5’ y una cadena de
multiples adeninas en su extremo 3’. Este fragmento sera posteriormente cortado por un
microprocesador compuesto de la RNasa de doble cadena III DROSHA y su cofactor
DGSCRS, la proteina de uniéon a RNA de doble cadena de region critica 8 del sindrome
DiGeorge. Este proceso genera una cadena de 60-70 pares de bases llamada pre-
microRNA o microRNA precursor el cual adquiere la forma de horquilla y serad
exportado por el factor de transporte nucleocitoplasmico Exportina-5 y RanGTP el cual
prevendra la degradacion del pre-microRNA y llevara acabo su transporte al citoplasma.
Una vez que el pri-microRNA se encuentra en el citoplasma, es procesado por el sistema
RNasa III DICER1 generando asi un fragmento de RNA de doble cadena de entre 17 y
25 pares de bases. En conjunto con la enzima DICERI1, la proteina TRBP funciona como
puente de union entre la ribonucleasa y las proteinas argonauta al momento de formar el
complejo inductor de silenciamiento de microRNA o RISC. En el ser humano, existen
diferentes tipos de complejos RISC, que se basan en el tipo de proteina argonauta que
esta unida, que va de la proteina argonauta 1 a la 4. Entre las proteinas argonauta en el
humano, solo la proteina argonauta 2 cuenta con la capacidad de cortar el RNAm, sin
embargo, las 4 proteinas argonauta pueden asociarse a microRNAs y participar en el

proceso de silenciamiento.

Una de las 2 cadenas de microRNA serd cargada en el complejo miRISC, la cual se
denominard cadena guia y es esta quien dirigird el complejo de silenciamiento a un
RNAm mediante la complementariedad de 2-8 pares de bases ubicados en el extremo 5’

del microRNA, sitio llamado “region semilla”, con la region 3’UTR del RNAm.
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Dependiendo del grado de complementariedad entre el microRNA y el RNAm es como
se determina el mecanismo de silenciamiento. El corte y degradacion del RNAm blanco
mediado por argonauta 2 es favorecido cuando se presenta una complementariedad
perfecta, proceso comun en plantas, mientras que la inhibicion de la traduccion del
RNAm blanco solo requiere una complementariedad moderada o parcial. La interaccion
miRISC-RNAm se lleva a cabo dentro de los cuerpos de procesamiento o cuerpos P, ya
sea que se inhiba la traduccion o se degrade el RNAm (Inui et al. 2010; Lin y Gregory
2015; MacFarlane y Murphy 2010a; Figura 7).
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Figura 7. Ruta biosintética de los microRNAs. La RNA polimerasa II genera una cadena sencilla
denominada miRNA primario el cual se procesa por las enzimas DGCR8 Y DROSHA para generar un
fragmento denominado miRNA-precursor. El pre-miRNA es exportado fuera del nucleo mediante la
exportina XPOS5 para ser procesado por la enzima DICERI y generar el miRNA diplex. Una de las
cadenas del miRNA duplex se acompleja a la proteina argonauta para generar el complejo miRISC, el cual
se interactiia con RNAs mensajeros para degradarlos dentro de los cuerpos de procesamiento.

Tomado de Lin y Gregory 2015.

El conocimiento actual sobre los microRNAs sefiala su capacidad de unirse al RNAm y
regular negativamente su expresion. Puesto que la interaccion microRNA-RNAm se
lleva a cabo a través de solo algunos pares de bases, un solo microRNA es capaz de
regular multiples RNAm mientras que al mismo tiempo, multiples microRNAs son

capaces de regular un solo RNAm. Existen 2 tipos de silenciamiento, la degradacion del
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RNAm y la inhibiciéon de la traduccién, lo cual puede definirse también como
silenciamiento dependiente de corte y silenciamiento independiente de corte. Ambos
mecanismos conllevan al mismo resultado, es decir, una regulacion negativa del
RNAm, sin embargo, a diferencia de la regulacion dependiente de corte, la regulacion
independiente de corte es reversible puesto que el RNAm puede ser traducido al eliminar

la represion de su traduccion (MacFarlane y Murphy 2010b).

2.5.0 MicroRNAs en cancer

La desregulacion de los microRNAs se puede llevar a cabo a través de distintos
mecanismos entre los que encontramos la delecion, mutacion, amplificacion asi como la
desregulacion de factores de transcripcion que interactian con microRNAs. Se ha
encontrado una expresion alterada de microRNAs en gran variedad de neoplasias, donde
el primer reporte que relaciona los microRNAs con el cancer data del afio 2002, cuando
Calin y colaboradores descubrieron que los microRNAs 15 y 16 se encontraban ausentes
o regulados negativamente en mas del 60% de leucemias linfociticas cronicas de
linfocitos B, puesto que la regién cromosdémica 13q14, lugar donde estos microRNAs se
encuentran, esta deletada en la mayoria de estas neoplasias, indicando asi que estos
microRNAs se comportaban como supresores tumorales en esta neoplasia (Calin y

Croce 2006).

Consecuentemente este grupo de investigacion descubrié que un nimero importante de
microRNAs se encontraban en sitios cromosomicos fragiles, amplificados o alterados en
el céncer, lo que sugeria que los microRNAs tenian un papel importante en la
patogénesis del cancer. En el afio 2005 fue publicado el primer reporte sobre los
microRNAs y su funcién bioldgica en el cancer, destacando que estos pueden actuar
tanto como supresores tumorales como oncogenes (oncomiRs), y que se encuentran
involucrados en una gran variedad de mecanismos no regulados en el cancer (Sassen et
al. 2008). Posteriormente, en el afio 2010 un estudio llevado a cabo por Medina et al
demostrd in vivo que la sobreexpresion de un solo microRNA, miR-21 era suficiente

para desarrollar un proceso neoplasico (Medina et al. 2010).
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Estd bien establecido que los microRNAs son reguladores criticos de la expresion de
RNAs mensajeros en procesos bioldgicos normales y anormales, como el cancer. La
desregulacion de los microRNAs se puede observar en distintos tipos de cancer y se
asocia con el comienzo de la neoplasia, la resistencia a terapias y metastasis, por lo que
el desarrollo de terapias basadas en la modulacion del nivel de expresion de los
microRNAs asi como la identificacion de sus RNAm blancos promete ser una via para
desarrollar terapias antineoplasicas (Takahashi er al. 2015). Puesto que las células
tumorales poseen diversos y a veces especificos niveles de expresion de microRNAs
(miRNoma), se puede hacer uso de estas moléculas como biomarcadores de estos

procesos patologicos (Koturbasha er al. 2011).

2.6.0 MicroRNAs en cancer de mama

El perfil de microRNAs en ciancer mamario ha sido estudiado en suero y tejido en
diversas poblaciones del mundo, incluyendo mujeres italianas, americanas (lorio et al.
2005), suecas (Abrahamsson y Dabrosin 2015), chinas (Li et al. 2013), singapurenses
(Chan et al. 2013) y mexicanas (Mar-Aguilar et al. 2012, 2013). En conjunto con los
estudios de identificacion de los niveles de microRNAs, el analisis de la actividad de
microRNAs que se encuentran regulados positiva o negativamente ayuda a determinar
su papel en las diversas enfermedades estudiadas (Kayani ef al.2011; Koturbash et al.

2011; Takahashi et al. 2015).

2.6.1 Iniciadores de la tumoracion

Multiples estudios han centrado su atencion en las células iniciadoras de tumores (CSC)
como las responsables del crecimiento y progresion tumoral pues éstas poseen
similitudes con las células madre somaticas a excepcion de las capacidades de invasion,
ademas de que estas son capaces de exhibir un fenotipo de transicion epitelial a
mesenquimal (EMT), el cual es frecuentemente observado durante la invasion y la

metastasis (Gurses et al. 2015; lorio et al. 2005).
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MiR Let-7: Es un regulador maestro de las propiedades de autoregeneracion e
implantacién tumoral de las células iniciadoras de tumor, por lo que se encuentra
regulado negativamente en algunos procesos neoplasicos, tal es el caso del cancer de
mama.

MiR-205 y familia de miR-200: La familia de miR-200 comprende 5 microRNAs, miR-
200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 y miR-429, estos en conjunto con miR-205
inhiben el fenotipo EMT, el cual se caracteriza por la pérdida de la adhesioén célula-
célula y la adquisicion de capacidades celulares invasivas. Este fenotipo se observa

frecuentemente en poblaciones celulares de tejido neoplasico de las mamas.

2.6.2 Resistencia al Tratamiento

La resistencia al tratamiento se debe principalmente al efecto de mecanismos que
pueden ser clasificados en dos grandes categorias: la alteracion de los transportadores de
droga que permiten el flujo de agente anticancerigenos y la activacion de vias

antiapoptoticas o de supervivencia celular (Gurses et al. 2015; Iorio et al. 2005).

MiR-451, miR-326 y miR-487a: Regulan directamente a los transportadores del cassete
de unién a ATP (ABC) ABCBI1, ABCC1 y ABCG2, los cuales estan asociados al
transporte de diversos tipos de agentes quimioterapéuticos no polares hacia el exterior de
la célula proporcionando a las células resistencia al tratamiento en cdncer de mama,
cancer de pulmon entre otros.

MiR-221 y miR-222: Regulador negativo de p27kipl, supresor tumoral e inhibidor del
ciclo celular. Se han encontrado sobreexpresados en células de cancer de mama
resistentes a diversos agentes quimioterapéuticos.

MiR-30c: Regulador negativo de la interleucina 11 e inhibidor de la resistencia a
diversos agentes terapéuticos en cancer mamario mediante la regulacion de la proteina

de unioén a la actina twinfilina 1, el cual promueve un fenotipo EMT.
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2.6.3 Metastasis

En adicidn a la regulacion de la quimioresistencia, los microRNAs estan involucrados en
la modulaciéon de procesos metastasicos, la cual es la causa principal de muerte
relacionada al cancer (Gurses et al. 2015; lorio et al. 2005). Algunos ejemplos de

miRNAs involucrados en metastasis se describen a continuacion:

MiR-10b: Regulador clave en la metastasis en cancer mamario, pues se encuentra
sobreexpresado en lineas celulares de cancer de mama metastasicas, en comparacion con
las que no son metastasicas.

MiR-126, miR-206, miR-335: Reguladores de metastasis, proliferacion celular y
crecimiento tumoral en cancer de mama.

MiR-31: Regulador negativo de la metastasis en cancer de mama pues inhibe esta al
inhibir la traduccion de genes asociados a metastasis, tales como RhoA e ITGAS.
MiR-34a: Inhibidor de la invasion en cancer de mama a través de la represion del
fenotipo EMT

MiR-29b: Inhibe la metéstasis mediante la supresion de una cadena de diversos
regulares pro-metéstasis asociados con la angiogénesis y proteolisis.

MiR-708: Inhibidor de la migracion celular y metastasis en cancer mamario al
interactuar la proteina del reticulo endoplasmico neuronatina (NNAT), la cual regula los

niveles intracelulares de calcio.

2.7.0 MicroRNAs como biomarcadores

Debido a que en ocasiones la deteccion del cancer en estadios tempranos es dificil y
requiere de procedimientos invasivos, es importante entender la capacidad de los
microRNAs como biomarcadores, pues en algunas enfermedades muestran patrones de

expresion dependiendo del tipo de tumor (Kosaka et al. 2010).

La primera vez que se utilizaron microRNAs como biomarcadores, fue en el afio 2007

en el estudio de pacientes con linfoma de células B. Desde entonces se estudia el patrén
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de expresion de microRNAs en las neoplasias y si esto puede funcionar como un
biomarcador en la deteccion de esta enfermedad a través de sus estadios. De esta
manera, se han reportado 13 microRNAs enriquecidos en fluidos quisticos de neoplasias
invasivas; miR-10b, miR-141 y miR-155 cuya expresion es mayor en el suero de
pacientes con cancer pulmonar en comparacion con personas sanas (Roth et al. 2011).
Por otro lado, miR-1 y miR-133b fueron detectados en orina y correlacionados con
padecimientos renales (Wang et al. 2016). Asi mismo, se han descrito perfiles de
microRNAs que permiten estimar la supervivencia del pacientes con cancer pancreatico
(Koturbash et al. 2010). También se han detectado microRNAs aislados del suero de
pacientes con cancer mamario cuya expresion permitid discriminar entre pacientes con
cancer mamario y aquellos sin patologia maligna (lorio et al. 2005; Mar-Aguilar et al.
2013). Mar Aguilar et al. reportd en nuestro laboratorio la deteccion de los microRNAs
miR-10b, miR-21, miR-125b, miR-145, miR-155 miR-191 y miR-382 en suero de
pacientes con cancer mamario. De estos microRNAs, destacan miR-145, miR-155 y
miR-382 cuyo andlisis en combinacion demuestra una mayor sensibilidad (97.60%),
especificidad (100%) y eficiencia (98%) que las combinaciones de otros miRs
detectados. Debido a las caracteristicas exhibidas por los microRNAs 145, 155 y 382
estos se postularon como posibles biomarcadores en el cancer de mama (Mar-Aguilar ef
al. 2013). Multiples estudios detallan las caracteristicas de miR-145 y miR-155 tanto en
personas sanas como en personas con cancer de mama, no ocurriendo lo mismo con
miR-382 el cual ha sido un microRNA poco estudiado en cancer mamario y por ello
caracteristicas como el mecanismo de transporte y nivel de regulacion en mujeres

mexicanas se desconocen.

2.8.0 MicroRNA-382 y cancer de mama

El microRNA-382, se ha estudiado en el carcinoma esofagico de células escamosas
donde se encuentra regulado negativamente y con potencial actividad de supresor
tumoral, pues su bajos niveles de expresion en esta neoplasia estan relacionados con el la
pobre supervivencia del paciente y por esta razoén fue propuesto como un biomarcador

en esta neoplasia (Qi et al. 2015).
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También se ha encontrado en el adenoma pituitario donde miR-382 es regulado
negativamente y se relaciona con metastasis y un prondstico de supervivencia pobre, por
lo que se considera un blanco terapéutico importante (Wu et al. 2014). Asimismo, miR-
382 es regulado negativamente en el osteosarcoma, donde se le considera un supresor
tumoral y un posible agente terapéutico en esta neoplasia (Xu et al. 2014). Por otro lado,
en el cancer de ovario, se encontrd una delecion en la region cromoséomica 14q32 que
codifica para miR-382 y por lo tanto se postula a miR-382 como supresor tumoral
(Thériault et al. 2014). En el cancer gastrico humano, la expresion de miR-382 en un
estado de hipoxia, actia sobre el supresor tumoral PTEN inhibiendo éste, por lo que se

considera a miR-382 como un oncogén (Seok ef al. 2014).

Como ya se describié anteriormente, en nuestro laboratorio se identifico6 a miR-382 en
el suero de pacientes con cancer de mama originarias del noreste de México, el cual se
encontraba sobreexpresado en comparacion con los controles sanos, por lo que fue
propuesto como biomarcador molecular no invasivo (Mar-Aguilar et al. 2013). Ademas,
miR-382 se encontrd en muestras de tejido de pacientes con cancer ductal originarias de
China donde se observd que se encontraba expresado negativamente en comparacion
con los controles sanos (Li et al. 2013) por lo que los estudios llevados a cabo por Li et
al. y Mar-Aguilar et al (Figura 8) contribuyen a postular la importancia de este

microRNA en distintas poblaciones.
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Figura 8. Sobreexpresion de miR-382 en suero de pacientes con cidncer mamario. El diagrama
muestra el nivel de expresion del miR-382 en suero de pacientes con cancer de mama (BC) comparado
con pacientes sanas (NC). Modificado de Mar-Aguilar et al. 2013

2.9.0 Transportadores de microRNAs

Los microRNAs se han encontrado en diversos fluidos bioldgicos como la sangre, orina,
saliva y leche materna, ambientes donde se puede encontrar enzimas que degradan al
microRNA, por lo que se ha estudiado la manera en la que los microRNAs son estables a
dichos ambientes. Entre los mecanismos que le proporcionan estabilidad a los
microRNAs se encuentra el acomplejamiento con proteinas argonauta (Agol-4), con
proteinas HDL, el encapsulamiento en exosomas, microvesiculas o cuerpos apoptoticos
(Figura 9). Estos mecanismos se consideran como sistemas de transporte de microRNAs,
pues su papel radica en el exporte de miRs a otras partes del cuerpo sin que estos sean
degradados por las RNasas que se encuentran de manera natural en el torrente
sanguineo. El proceso radica en la sintesis de un microRNA en el nucleo para exportarse
este al citoplasma donde es cortado por la enzima Dicer y genera un microRNA-duplex.
A partir de ahi, se pueden seguir dos vias distintas: una via donde una de las cadenas del
microRNA-duplex se asocia a una lipoproteina de alta densidad (HDL) o a una proteina
argonauta (1-4) para luego ser exportadas fuera de la célula, mientras que la otra via
incluye el acoplamiento de la cadena lider del microRNA-duplex a la proteina argonauta

2 para generar el complejo miRISC, el cual puede ser directamente encapsulado en
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microvesiculas o en cuerpos multivesiculares (MVB). Los cuerpos multivesiculares se
forman cuando una parte de la membrana celular se internaliza formando un endosoma.
Una vez que dentro del endosoma se forman multiples vesiculas mediante la
invaginacion de la membrana endosomal, se habrd formado el cuerpo multivesicular el
cual libera vesiculas exosomales mediante el proceso de exocitosis al fusionarse el

cuerpo multivesicular y la membrana plasmatica (Zhang et al. 2015).

Extracellular space (circulating miRNAs)

Exosomes (50-100 nm)

® @ \
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—
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Figura 9. Transportadores de microRNAs. Los microRNAs poseen varios transportadores que les
permiten migrar en el torrente sanguineo sin ser degradados. Algunos de estos transportadores son los
cuerpos multivesiculares, los exosomas, el complejo microRNA-proteina argonauta, el complejo
microRNA-lipoproteina y otras microvesiculas de tamafios variados. Tomado de Fujita et al. 2014.

2.9.1 Exosomas

Los exosomas son el tipo de vesicula celular més estudiado. Fueron descubiertos en el
ano 1981 y se le nombrd asi a vesiculas aisladas de lineas celulares con capacidad
enzimatica (Trams et al. 1981). De tamafio entre 30-120 nm, poseen una bicapa lipidica
y moléculas de membrana como GTPasas, Anexinas, Flotilinas, Rab5b, tetraspaninas,
CD9, CD63, CD81, CD82, proteinas de choque térmico Hsp70, Hsp90, proteinas
involucradas en la biogénesis de cuerpos multivesiculares Alix, TSG101 asi como

proteinas ligadas a lipidos y fosfolipasas.
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RARARD  Ceramide
PRSP0 Sphingomyelin
AALAAAGy Phosphatidylserine
AAPAPA@e  Phosphasidylethanolamine
RRPPSANS® lyso-Phosphatidyicholine
MAANMS® Phosphatidyicholine
VRPN Ae@ Phosphasidyiinasitol
VWP Cholesteral

Figura 10. Representacion morfolégica de un exosoma. Los exosomas son vesiculas de membrana
lipidica con un tamafio de entre 50 y 110 nm. Entre sus proteinas de superficie se encuentran las
ceramidas, esfingomielinas, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatinildienositol y
colesterol. Los exosomas pueden transportar en su interior proteinas, DNA, RNAs mensajeros y
microRNAs. Modificado de Vlassov et al. 2012

Los exosomas se generan cuando la membrana celular se internaliza produciendo un
endosoma. A partir de la invaginacién de esta vesicula se generaran los exosomas, con
lo que el endosoma pasard a denominarse cuerpo multivesicular. Finalmente, los
exosomas son excretados cuando los cuerpos multivesiculares se fusionan con la

membrana plasmatica.

2.9.1.1 Funcion de los Exosomas

Los exosomas pueden ser excretados por varios tipos de células: hematopoyéticas, del
epitelio intestinal, adipocitos, neuronas y numerosas lineas celulares tumorales. Al
mismo tiempo, los exosomas han sido encontrados en diferentes fluidos corporales
como: la sangre, la saliva, la orina, liquido amnidtico, liquido sinovial y leche mamaria.
Todos estos exosomas secretados por las células al medio juegan un papel dentro de la
comunicacion celular y participando asi en procesos fisiologicos normales o anormales,

como es el caso del cancer. Los exosomas también pueden utilizarse como una forma
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para excretar RNAs y proteinas no necesarias para la célula, como es el caso de los
reticulocitos al madurar a eritrocitos (Johnstone et al. 1987). Actualmente, se conocen
tres mecanismos usados por los exosomas para unirse a células. El primero es a través de
la interaccion de proteinas exosomales transmembrana con los receptores de la células
de interés (Munich ef al. 2012). El segundo es cuando los exosomas se fusionan con la
membrana plasmatica de la célula, liberando asi su contenido en el citosol (Mulcahy et
al. 2014). El tercero es cuando los exosomas entran a la célula y se forman dos vias. La
primera es fusionarse con endosomas para llevar el exosoma a través de la célula y
liberarlo a una célula vecina, proceso llamado trancystosis. La segunda opcion es que los
exosomas que entran a la célula se fusionan generando un endosoma y este madura en
lisosomas y se degrade el contenido de estos (Tian er al.2013). De esta manera el
material genético dentro de los exosomas puede ingresar a una célula y dentro de esta ser
bioldgicamente activo, adquiriendo enfoque en el sistema de comunicacion celular,

angiogénesis, hematopoyesis y tumorigénesis (Valadi et al. 2007).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que el cancer de mama representa un grave problema para la salud de las
mujeres de México (CEAMEG, México 2012), es de gran importancia la identificacion
de moléculas especificas que funcionen como biomarcadores no invasivos para la
deteccion de esta enfermedad en etapas tempranas asi como determinar su valor
pronostico en la progresion y evolucion de ésta patologia. A pesar de los avances
cientificos y médicos en la deteccion y tratamiento del cancer de mama, esta enfermedad
aun se encuentra entre los primeros lugares de mortalidad y morbilidad a nivel mundial.
En nuestro laboratorio Mar-Aguilar et al. en 2013 detectaron a miR-10b, miR-21, miR-
125b, miR-145, miR-155 y miR-382 en el suero de pacientes con cancer de mama. De
estos miRNAs se postularon tres como posibles biomarcadores en el cancer de mama.
Estos eran los microRNAs 145, 155 y 382 que en combinacion demuestran una mayor
sensibilidad (97.60%), especificidad (100%) y eficiencia (98%) que otros microRNAs
de forma individual o en combinacion. Existen multiples estudios que han mostrado a
los miR-145 y miR-155 tanto en personas sanas como en personas con cancer de mama
pero no se ha descrito el miR-382 en cancer mamario y se desconocen las funciones
especificas del miR-382 asi como el mecanismo de transporte y nivel de regulacion en

mujeres mexicanas con cancer mamario.
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4. HIPOTESIS

El miR-382 se encuentra asociado a exosomas para su exporte en sangre periférica y

presenta una asociacion con los diferentes estadios en pacientes con cancer mamario
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si miR-382 se encuentra asociado a exosomas y si presenta asociacion con
estadios y variables clinopatoldgicas del cancer mamario en mujeres del Noreste de
Meéxico.

Objetivos Especificos

1. Corroborar la presencia de miR-382 en suero de mujeres con cancer mamario

provenientes del Noreste de México.

2. Determinar la presencia de miR-382 en exosomas aislados del suero de pacientes

con cancer mamario.

3. Analizar la asociacién de miR-382 circulante y exosomal con las caracteristicas

clinicopatoldgicas en pacientes con cancer mamario
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Estrategia Experimental

Seleccion de muestra Obtencion de sangre y Aislamiento de Exosomas
suero

S Tf Agilent Technologies

Aislamiento de miRs Caracterizacion

qRT-PCR Analisis Estadistico
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6.2. Requerimiento de muestras de suero de pacientes con cancer de mama

Las muestras de suero colectadas deberan cumplir con los criterios descritos en la Tabla

2.

Tabla 2. Criterios para la toma de muestras de suero

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Mujeres mayores de 18 afios que deseen | Pacientes con cancer de

participar en el estudio mama diferente al ductal

. o . Pacientes que no deseen participar en el
Firma del consentimiento informado )
estudio

Pacientes con cancer mamario ductal en | Pacientes con otros procesos neoplasicos o

estadio I, I, Il y IV cuyo tumor primario no sea ductal

Provenientes de Nuevo Leén, Coahuila | Mujeres en periodo

o Tamaulipas de gestacion

El nimero de muestras que se colectd fue de 5 muestras de suero por cada estadio para
un total de 20 muestras ademés de 5 muestras provenientes de pacientes sanas. La

cantidad de suero requerido fue de 6 ml de suero por paciente.

El tiempo para el procesamiento de la muestra iniciando con la toma de muestra hasta la
obtencion del suero fue de 1-4 horas como maximo. Se colect6 la sangre en un tubo de
extraccion sanguinea para bioquimica (sin anticoagulante) debidamente etiquetado e
identificado con los datos del paciente como niimero de expediente, nombre del paciente
y estadio del cancer de mama ductal. La obtencion del suero se llevo acabo en un tiempo
no superior a 1 hora después de la extraccion. Posteriormente, se prepararon los viales o
crioviales (6 viales o crioviales por paciente) para el almacenaje del suero, debidamente
identificados con los datos del paciente como nombre, estadio del ciancer de mama
ductal y fecha. Se permitié que la sangre coagulara y en seguida, se centrifugaron los
tubos de sangre (sin anticoagulante) a 1500-3000 rpm durante 10 minutos. La fraccion
superior o sobrenadante de aspecto claro, transparente y de un color amarillento tras la

centrifugacion correspondi6 al suero sanguineo. Se aspir6 el suero de manera cuidadosa
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evitando en todo momento la hemdlisis de las muestras y se hicieron alicuotas de 1 ml
del suero sanguineo obtenido de cada paciente en los viales debidamente etiquetados e
identificados. Finalmente se almacenaron los viales en cajas de crio almacenaje a una

temperatura de -80°C, hasta su uso.

6.3. Curva de eficiencia de miR-16 como primer normalizador

Para realizar la curva de la sonda de miR-16, se cultivaron células Hek-293 en medio
DMEM con FBS 10% en condiciones de 37°C, 5% CO2 y 95% aire. Después de que la
confluencia fue de 90-95%, se afiadieron 2 mL de tripsina para posteriormente ser
incubadas por 5 min a 37° C para estimular la separacion de las células de la pared del
flask. Una vez separadas las células de la pared del flask, se tomaron alicuotas de 2 mL y
fueron colocadas en un tubo eppendorf, donde fueron centrifugadas por 1 min a 1000 g.
Este paso se repitidé hasta colectar todas las células del flask. Una vez que las células
fueron colectadas en el tubo de 2 mL, se agregaron 700 uL de Qiazol lysis reagent y se
dio vortex hasta que el pellet se disgregd, para luego dejar reposar por 5 min a
temperatura ambiente. Seguido de esto, se afiadieron 140 pL de cloroformo se mezcld
por inversion durante 15 seg para luego ser incubado por 2-3 min. Después de la
incubacion, se centrifugd durante 15 min a 12,000 g a temperatura 4° C y la fase
superior (acuosa) se pasd a un tubo de colecta, midiendo cuantos mL fueron. Esta
cantidad se multiplicé por 1.5 y se afiadié ese volumen de etanol al 100% y se mezclo
por inversion. A continuacion, se transfirieron 700 pL a la columna RNeasy mini spin,
colocada en un tubo nuevo de 2 mL. Se centrifugé a 10,000 rpm y se descarto el liquido
para conservar la columna y repetir el paso con el resto de la muestra. Posteriormente, a
la columna se le afiadieron 700 pL de buffer RWT seguido de una centrifugacion por 15
seg a 10,000 g. Se descart6 el liquido filtrado y se procedi6 a afiadir 500 pL de buffer
RPE a la columna para centrifugar 15 seg a 10,000 y descartar el liquido nuevamente.
Este paso se repitid una segunda vez, seguido de una centrifugacion por 2 min a 10,000
g y se descarto el resto del buffer que quedaba en la columna. La columna fue movida a
otro tubo y se afiadieron 25 puL de agua libre de RNasas directo a la columna, para luego

reposar a temperatura ambiente por 2 min y centrifugar a 10,000 g. Este paso se repitio
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una vez mas hasta obtener un volumen de 50 pL. Este tubo de RNA concentrado se
etiquetd adecuadamente, para luego tomar 2 pul. y medir la concentracion de RNA
usando el Nanodrop. Después de conocer la concentracion, se tomo6 1 pL de la solucion
de RNA concentrado y en un tubo nuevo se diluyé hasta una concentracion de 5 ng.
Posteriormente, se prepard el master mix para la transcripcion revesa segun lo indicado

en la Tabla 3.

Tabla 3. Master mix para transcripcion reversa

Master Mix 1X

0.15 pL dNTPs

1 pL Transcriptasa Reversa
1.50 puL. Buffer
0.19 pL. Inhibidor de Rnasa
4.16 uL Agua

3ul Primer

SuL Muestra de RNA

Una vez preparado el master mix, se procedi6 a hacer la transcripcion reversa segin las

temperaturas y tiempos descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Temperaturas para transcripcion reversa

Temperatura| Tiempo

16°C 30 min
42° C 30 min
85 °C 5 min

Una vez obtenido el cDNA, por triplicado se llevd acabo el siguiente esquema de

dilucion del cDNA:

v Vv vV VvV V

1 uL 1/10 1/100 1/1000 1/10000

De estos triplicados, se realizé una qPCR segtn lo indicado en la Tabla 5.
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Tabla 5. Master Mix para qPCR

Master Mix 1X
5uL PCR mix
3.5 ul Agua
0.5 uL Tagman Primer
1 pL cDNA

Acto seguido se realizd6 la qPCR programando la reaccion de manera que al inicid
tuviese un ciclo de 600 seg a 95°, seguido de 2 step amplification conformado por 40
ciclos de 95° C por 15 seg y 60° C por 60 seg. Al finalizar la reaccion se realizo la

gréfica de la curva de los datos obtenidos usando el programa excel.

6.4. Deteccion y cuantificacion del miR-382 aislado de muestras de suero de
pacientes con cancer de mama ductal y personas sanas

Para aislar el RNA del suero de pacientes con cancer de mama y personas sanas, se
siguieron las instrucciones del kit miIRCURY™ RNA Isolation Kit -Biofluids (Exiqon),
el cual indico que posterior a la descongelacion de las muestras, estds debian ser
centrifugadas a 3000 g por 5 min. Después de la centrifugacion se transfirieron 200 pL
del supernadante a un tubo nuevo y se anadieron 60 pL de Lysis solution buffer para
luego aplicar vortex por 5 seg e incubar por 3 min a temperatura ambiente. Se procedi6 a
afiadir 20 pL de Protein precipitation solucion buffer seguido de vortex por 5 seg, una
incubacion por 1 min a temperatura ambiente y una centrifugacion por 3 min a 11,000 g.
Después de centrifugar, se transfirid el supernadante a un tubo nuevo de 2 mL y se
afnadieron 270 puL de isopropanol absoluto seguido de vortex por 5 seg. Acto seguido, se
transfirié la columna microRNA Mini Spin a un tubo de colecta y se cargd la muestra
procesada para incubar por 2 min a temperatura ambiente y luego centrifugar por 30
segundos a 11,000 g. Se descartd el liquido y se conservd la columna, donde se
anadieron 100 pL. de Wash solution 1, para luego centrifugar por 30 seg a 11,000 g y
descartar el liquido. Posteriormente se afiadieron 700 pL de Wash solution 2 a la
columna para centrifugar por 2 min a 11,000 g y descartar el liquido. La centrifugacion

se repitid una vez mas por 2 min a 11,000 g para secar la columna y descartar el liquido
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restante. A continuacion, se colocé la columna en un tubo de 1.5 mL y se afiadieron 50

pL de agua libre de RNasa directo a la columna, donde se incubé por 1 min a

temperatura ambiente para luego centrifugar 1 min a 11,000 g. Finalmente, se almacen6

el RNA aislado a -80° C.

Posteriormente, se prepard el master mix para la transcripcion revesa segun lo indicado

en la Tabla 6.

Tabla 6. Master Mix para transcripcion reversa

Master Mix 1X

0.15 pL dNTPs

1 pL Transcriptasa Reversa
1.50 puL. Buffer
0.19 pL. Inhibidor de RNasa
4.16 uL Agua

3ul Primer

SuL Muestra de RNA

Una vez preparado el master mix, se procedi6 a hacer la transcripcion reversa segun las

temperaturas y tiempos indicados en la Tabla 7.

Tabla 7. Temperaturas para transcripcion reversa

Temperatura| Tiempo

16° C 30 min
42° C 30 min
85 °C 5 min

Después de obtener el cDNA, los niveles de expresion miR-382 fueron cuantificados por

triplicado mediante qPCR, utilizando sondas Tagman y el Tagman Universal PCR

Master Mix (Applied Biosystems). La reacciéon de qPCR se prepar6 seglin lo indicado en

la Tabla 8.

Tabla 8. Master Mix para qPCR

Master Mix 1X
5 ulL PCR mix
3.5 uL Agua
0.5 uL Tagman Primer
1 pL cDNA
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Acto seguido se realizd la qPCR programando la reaccion de manera que al inicio
tuviese un ciclo de 600 seg a 95°, seguido de 2 step amplification conformado por 40
ciclos de 95° C por 15 seg y 60° C por 60 seg. Al finalizar la reaccion se realizo el

-AACT
2

analisis de la expresion relativa del microRNA usando el método de Livak ( ) en

excel.

6.5. Aislamiento de exosomas a partir de muestras de suero de pacientes con cancer
de mama ductal y personas sanas

Para aislar los exosomas del suero de pacientes con cancer de mama y personas sanas, se
empled el kit ExoQuick™ (SystemBio), cuyas instrucciones indicaron la toma de 250 ul
de muestra de suero, para centrifugarlos a 1500 g por 15 min y transferir el supernadante
a un tubo nuevo, donde se afiadieron 63 pL de Exoquick y se mezclaron por inversion.
Acto seguido se incub6 la muestra durante 12 horas. Seguido de esto, se centrifugd a
1500 g por 30 min a 4° C, se retird y desechod el supernadante con el cuidado de no
perturbar el precipitado. Después de retirar el supernadante, el pellet se resuspendié en
200 pL de buffer PBS para finalmente ser almacenado a -80° C. Estos se conservaron en
estas condiciones hasta su uso en microscopia de fuerza atomica, western blot y el

aislamiento de sus microRNAs.

6.6. Caracterizacion de exosomas

La caracterizacion de los exosomas aislados del suero se llevd a cabo mediante el
andlisis del tamafio por microscopia de fuerza atomica (AFM). Para esto, una vez
aislados los exosomas se resuspendieron los exosomas en 300 pL de buffer PBS 1X
mediante vortex a baja agitacion. Una vez los exosomas estaban bien disgregados, se
procedio a adsorber la muestra en la superficie de micas, para luego lavarlas con agua
desionizada y dejarlas secar. Acto seguido, se coloco el cantiléver RTESPA-300 en el

microscopio de fuerza atomica NTEGRA, para luego colocar cuidadosamente las
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laminillas de mica en el lector del microscopio y hacer escaneos de la muestra en areas

de 8x8 micrometros en modo semi-contacto (tapping).

El andlisis de los marcadores proteicos de membrana exosomales se realizo mediante
western blot, donde la electroforesis (PAGE) se realizé en buffer de corrimiento a 40 V
para el gel concentrador y a 70 V para el gel separador. Después se realizd la
inmunotransferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa, la cual se bloque6 con
leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 en agitacion constante. Posteriormente, los
anticuerpos primarios de CD63, CD9, CD81, Alix y Hsp70 fueron agregados por
separado a las membranas correspondientes y se incub6d durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS-Tween 1X pH 7.4 y acto
seguido se agregd el anticuerpo secundario anti-Fc de raton o conejo (dependiendo del
anticuerpo primario utilizado) a la membrana, se dejé en agitacion constante a
temperatura ambiente por 2 h y se utilizd6 como control de carga 3 actina. Para detectar
las proteinas a través de quimioluminiscencia, se agreg6 a la membrana el sustrato y se
realiz6 la exposicion durante diferentes tiempos en la méaquina de revelado radiografico

AFP IMAGING.

6.7. Extraccion de RNAs pequeiios de exosomas

Para aislar los microRNAs de los exosomas, se utilizdo el kit miRCURY™ RNA
Isolation Kit for Serum and Plasma - Exosome Isolation siguiendo las instrucciones del
fabricante. A la muestra de exosomas se le agregaron 60 pL. de Lysis solution buffer, se
dio vortex por 5 seg y se incubo por 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afladieron 20 pL de Protein precipitation solution buffer, seguido de vortex por 5 seg y
una incubacion por 1 min a temperatura ambiente. Enseguida, se centrifugd por 3 min a
11,000 g y se transfirid el supernadante a un tubo nuevo de 2 mL donde se anadieron
270 pL de isopropanol absoluto para después dar vortex por 5 seg. Después se coloco la
columna microRNA Mini Spin en un tubo de colecta donde se cargd la muestra y se
incubé por 2 min a temperatura ambiente, seguido de una centrifugacion por 30

segundos a 11,000 g. A continuacion se descartod el liquido filtrado y se conservo la
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columna donde se afadieron 100 pL de Wash solution 1 para luego centrifugar por 30
seg a 11,000 gy descartar el liquido. Luego se afiadieron 700 pL. de Wash solution 2 a la
columna, para luego centrifugar por 2 min a 11,000 g y descartar el liquido, donde
nuevamente se centrifugd 2 min a 11,000 g para secar la columna y descartar cualquier
liquido remanente. Finalmente, se colocd la columna en un tubo de 1.5 mL y se
afiadieron 50 pL de agua libre de RNasa directo a la columna, para incubar por 1 min a
temperatura ambiente y centrifugar 1 min a 11,000 g. Una vez aislados los microRNAs,

se almacenaron a -80° C.

6.8. Analisis de pureza de RNAs pequeiios exosomales en Bioanalyzer

La pureza de los microRNAs aislados fue analizada mediante el empleo del Agilent
RNA 6000 picochip kit y el Bioanalyzer Agilent. Para preparar los RNA picos chips, los
reactivos se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 min después de sacarse de
refrigeracion, teniendo el cuidado de proteger el gel-dye de la luz. Después de los 30
min, se colocaron 9 pL de la mezcla gel-dye en el espacio marcado con la letra G.
Posteriormente, se coloco el chip en la estacion de preparacion para ejercer en el poso G
una presion de 1 ml por 30 segundos. Pasados los 30 segundos, se levant6 la estacion y
el chip se dejo reposar por 5 seg. Acto seguido, se colocaron 9 puL de la mezcla gel-dye
en los espacios restantes del chip. Enseguida, se colocaron 9 pL de solucion de
acondicionamiento en el espacio marcado con CS para después colocar 5 L de RNA
6000 pico marker en el espacio marcado con el simbolo de una escalera y en cada uno de
los 11 espacio para muestras. Después, se coloco 1 pL. de RNA 6000 pico ladder en el
espacio con el simbolo de una escalera para luego colocar 1 pL de muestra en los
espacios respectivos del chip. Posteriormente se agit6 el chip mediante vortex por 60 seg
a 2400 rpm. Para finalizar, después de la agitacion y antes de que pasaran 5 min, se
colocd el chip en el Bioanalyzer Agilent para ejecutar el andlisis de pureza de

microRNAs.
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6.9. Deteccion y cuantificacion del miR-382 exosomal aislado de muestras de suero
de pacientes con cancer de mama ductal y personas sanas

Una vez conocida la pureza de los microRNAs aislados, se llevo acabo la transcripcion
reversa siguiendo las instrucciones de Quanta Biosciences qScript microRNA cDNA
synthesis kit, las cuales indicaron como primer paso la formacion de la cola de

polyadeninas preparada segun la tabla 9.

Tabla 9. Mix de PolyAdenilaciéon

Reaccion de PolyAdenilacion

2 ul PolyA Tailing Buffer 5X
la7uL Agua

1 uL Poly(A) polymerase
la7pl RNA

Acto seguido se mezcld el mix de polyadenilacion mediante vortex y se incubd a 37°C
durante 60 min seguido de 5 min a 70°C. Después de esto, se centrifugd el mix de
polyadenilacion para luego mantenerse en hielo hasta la sintesis de cDNA. Para llevar a

cabo la sintesis de cDNA, se prepar6 un mix segun lo indicado en la tabla 10.

Tabla 10. Mix de cDNA

Reaccion de PolyAdenilacion
10 uL. PolyA Tailing Mix
9 uL microcDNA reaction mix
1 pL gScript reverse transcriptase

Posteriormente se mezcl6 el mix de sintesis de cDNA y se incubd por 20 min a 42°C y
luego a 85°C por 5 min, para finalmente ser almacenado a -80°C hasta su uso. Una vez

obtenido el cDNA, se prepar6 el mix de qPCR segun lo indicado en la tabla 11.

Tabla 11. Mix de qPCR

Mix para reaccion de qgPCR

25 uL Perfecta SYBR Green super mix 2X
1 uL Perfecta microRNA assay primer
1a24ul microRNA cDNA
1a24 L Agua
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Finalmente, se mezcld el mix de qPCR mediante vortex y se coloco en el termociclador

durante 40 ciclos junto a las temperaturas y tiempos mostrados en la tabla 12.

Tabla 12. Temperaturas para transcripcion reversa

Temperatura| Tiempo
95°C 2 min
95°C 4 seg
60 °C 30 seg

La expresion relativa de microRNA fue calculada usando el método de Livak (24T

6.10. Analisis Estadistico

El andlisis de normalidad de nuestros datos se realizd mediante la evaluacion del
Quantile-Quantile plot proporcionado por el paquete estadistico SPSS. Al observar que
los datos no muestran una distribuciéon normal, se procedid a hacer pruebas de Kruskal-
Wallis para comparar los valores de expresion del microRNA-382 presente en suero y
exosoma con las variables de edad 60 <y 60 >, estadio 0-4, estadio temprano/tardio,
presencia/ausencia de nodos linfaticos invadidos y expresion alta/baja de miR-382. En
los casos donde Kruskal-Wallis proporcionaba un resultado significativo, se usé la
prueba de Mann Whitney U para analizar cual comparacion era significativamente
diferente. Para que el valor de p fuese significativo en las pruebas de Mann Whitney U
derivadas de una prueba de Kruskal-Wallis estadisticamente significativa, p debia ser
inferior al valor de o modificado (0.05/# de combinaciones). La prueba de Mann
Whitney U se us6 ademds para comparar la expresion de miR-382 ante la
presencia/ausencia de cancer. La comparacion de los parametros clinopatologicos y la
expresion alta/baja de microRNA-382 en suero y exosoma fue analizada mediante el uso

de la prueba de chi cuadrada.
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7. RESULTADOS

7.1 Deteccion y cuantificacion de miR-382 en suero de mujeres con cincer mamario

7.1.1 Curva de eficiencia del normalizador end6geno microRNA-16

Para validar la eficiencia de la expresion del normalizador enddégeno miR-16, se llevo a

cabo la extraccion de RNA de células HEK-293 para posteriormente realizar un qPCR y

asi evaluar la eficiencia de amplificacion de la sonda del miR-16 cuya expresion grafica

se puede observar en la Fig. 11. El porcentaje de eficiencia fue calculado mediante la

ecuacion ((107(-1/-3.387))-1)*100 obteniendo un resultado de 97.35% de amplificacion

como se muestra en la Tabla 13. El valor obtenido se encuentra en el rango de 90-105%,

por lo que la el microRNA-16 es adecuado para ser utilizado como normalizador

endogeno.

Tabla 13. Calculo de eficiencia de amplificaciéon de miR-16 mediante el método de Livak

Dilucion | LogDNA dilucion Ct Ct Promedio | Eficiencia
1/10000 10"-4 34.812134.271 |34.346 | 34.4763333 | 97.3542716
1/1000 107-3 31.08 | 31.31 [31.347| 31.2456667
1/100 107-2 28.109(27.918 27.923 | 27.9833333
1/10 107-1 24.629|24.456 | 24.493 24.526
0 10”0 21.017(20.842| 21 20.901
40 -
:g 30 1 \\‘\‘
Q
£ 20 -
s
8 10 -

107-4

107-3

107-2
LogDNA dilucion

107-1 1070
y =-3.387x + 37.988
R?=0.9994

Figura 11. Curva de amplificacion de miR-16. La pendiente mostrada en la grafica indica que las
condiciones usadas para el experimento son adecuadas para analizarlos niveles de expresion de miR-16.
La eficiencia calculada de miR-16 fue de 97.35% de amplificacion.
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7.1.2 Deteccion del microRNA-382 en el suero de pacientes con cancer de

mama ductal y personas sanas

Para determinar los niveles de miR-382 en suero, mediante qPCR se realizd por
triplicado su andlisis obteniendo asi los ciclos de amplificaciéon (CT). La Tabla 14
muestra los CTs de miR-382 y miR-16. Los CTs de miR-382 van desde 24.444 hasta
40.713 y mientras que los CTs de miR-16 van desde 23.274 hasta 30.593. De esta
manera se determin6 la presencia de miR-382 en suero, puesto que los CT demuestran la
amplificacion de miR-382 en el suero analizado. Estos CTs fueron posteriormente
promediados y los utilizados para el calculo del AACT. Los resultados de la Tabla 15
muestran los promedios de CT de miR-382 y miR-16 de cada uno de los 20 pacientes
con cancer de mama y los 5 pacientes sanos. Nuestros resultados indican que el miR-382
es secretado a torrente sanguineo en pacientes con cancer de mama ductal y personas

sanas.
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Tabla 14. Ciclos de amplificacion de microRNA-382 en suero

Muestra miR-382 miR-16
1S 38.868 38.247 38.616 25.074 25.079 24.932
3S 39.165 39.224 38.561 25.435 25.481 25.450
5S 39.293 38.396 40.713 24.511 24.459 24.428
6S 38.533 39.015 40.206 24.749 24.732 24.755
7S 37.773 37.381 37.797 25.133 25.191 25.225
3 39.302 39.359 39.379 24.703 24.729 24.754
13 40.042 40.211 39.230 25.785 25.742 25.785
20 37.329 37.061 37.548 24.693 24.695 24.754
31 38.754 40.817 38.595 30.593 30.250 30.193
41 36.051 36.042 36.518 26.409 26.300 26.399
7 37.754 37.646 38.925 25.702 25.671 25.811
9 39.220 39.233 39.418 27.573 27.484 27.273
40 36.925 35.991 36.382 23.914 24.221 24.106
27 37.949 37.920 39.203 24.578 24.668 24.610
46 34.482 34.277 34.444 23.274 23.421 23.309
2 38.964 37.808 38.639 30.075 30.213 30.056
5 37.896 38.896 37.250 25.493 25.614 25.529
17 39.292 39.532 39.716 24.538 24.543 24.627
56 37.244 38.543 38.364 25.538 25.679 25.601
35 35.105 35.517 35.108 24.465 24.547 24.478
26 38.674 39.403 39.384 25.564 25.555 25.461
4 37.195 36.486 36.835 23.679 23.669 23.645
11 38.835 38.814 39.400 25.979 25.888 25.894
21 37.773 39.464 38.133 24.146 24.081 24.092
22 37.318 36.940 37.650 23.618 23.653 23.644
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Tabla 15. Promedios de ciclos de amplificaciéon de miR-382

Muestra miR-382 miR-16 Muestra miR-382 miR-16
3 39.35 24.73 1S 38.58 25.03
13 39.83 25.77 4S 38.98 25.46
20 37.31 24.71 5S 39.47 24.47
31 39.39 30.35 6S 39.25 24.75
41 36.2 26.37 7S 37.65 25.18
7 38.11 25.73
9 39.29 27.44
40 36.43 24.08
27 38.36 24.62
46 34.4 23.33
2 38.47 30.11
5 38.01 25.55
17 39.51 24.57
56 38.05 25.61
35 35.24 24.5
26 39.15 25.53
4 36.84 23.66
11 39.02 25.92
21 38.46 24.11
22 373 23.64
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7.1.3 Cuantificacion relativa de microRNA-382 en el suero

Para realizar la cuantificacion relativa de miR-382 en suero se utilizé el método de
Livak (2™*“T) y los promedios de CTs mostrados en la Tabla 15 utilizando como
normalizador enddgeno el nivel de expresion de miR-16. Los resultados muestran en la
Tabla 16 los AACT de miR-382 a nivel de suero de pacientes con cancer mamario y
personas sanas mostrados. Estos célculos fueron utilizados en los andlisis de asociacion

de miR-382 en suero con las caracteristicas clinicopatologicas.

Tabla 16. Niveles de expresion de miR-382 calculadas mediante el método de Livak

Muestra miR-382 Muestra miR-382
3 0.5712787 1S 1.1988075
13 0.8428026 4S 1.2161041
20 2.3159434 5S 0.4379789
31 27.226381 6S 0.6173954
41 15.735306 7S 2.5366656
7 2.6943427

3.8994392
40 2.7471455
27 1.0508815
46 6.6989423

43.85289
5 2.5343223
17 0.4557349
56 2.5774302
35 8.3605624
26 1.135452
4 1.5539427
11 1.6406491
21 0.6877391
22 1.1064462

41




7.1.4 Distribucién no normal de la expresion de microRNA-382 en suero

Para analizar si la distribucion de los datos de deteccion de miR-382 en suero es normal,
se realizo un Quantile-Quantile plot de los datos obtenidos en tabla 16. Los resultados
muestran que el nivel de miR-382 no sigue la linea de tendencia mostrada en el Q-Q plot
(Fig. 12), lo que nos permite concluir que los datos analizados no poseen una

distribucion normal, por lo que la estadistica que se aplica es no paramétrica.

Expected Normal

T T T T T T T
-0 [ 10 20 an 40 a0

Observed Value

Figura 12. Distribucién de datos de miR-382 aislado de suero. La pendiente mostrada en la grafica
indica el posicionamiento adecuado de los datos para seguir una distribucion normal. Debido a que los
datos no se posicionan sobre esta pendiente la distribucion es no normal o paramétrica

7.2 Deteccion del miR-382 en exosomas aislados del suero de pacientes con cancer
mamario
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7.2.1 Aislamiento y caracterizacion de exosomas

Una vez aislados los exosomas mediante el uso del kit Exoquick, el cual hace uso de
politetilenglicol (PEG) para formar una red que atrapa y precipita los exosomas, se
realiz6 la caracterizacion de las vesiculas aisladas del suero de pacientes con cancer de
mama y de muestras control. El analisis de las vesiculas mediante microscopia de fuerza
atomica permitio la toma de una fotografia de altura en modo semi-contacto (Fig. 13a) lo
que permiti6 analizar el tamafio de las vesiculas desde un angulo de 90° que muestran
una tendencia de aglomeracion. La medicion de la distribucion de tamafio muestra el
rango de tamafio que va desde los 80nm hasta los 180nm, con una media aproximada de
120 nm (Fig. 13b). Con estos resultados concluimos que las vesiculas aisladas del suero

de pacientes con cancer de mama y de las muestras control son exosomas.

Ademas, se identificaron marcadores de membrana exosomal mediante western blot. La
Fig. 13c muestra los marcadores proteicos CD63, Hsp70, CD81, Alix y CD9 que se
encuentran en la superficie de la membrana exosomal tanto en pacientes con cancer de
mama como en pacientes sanos.
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Figura 13. Caracterizacion de exosomas aislados de muestras de suero en pacientes con cancer de
mama. a) Imagen de altura, tomada mediante microscopia de fuerza atdmica donde se observa una
tendencia de aglomeracion de los exosomas, b) Distribucion que muestra el rango de tamafio de los
exosomas de 80-180 nm con un promedio de 120 nm y c) Deteccion de las proteinas CD63, Alix, Tsg,
CD9 y CD81 mediante western blot, las cuales son marcadores de superficie para la identificacion de
€xosomas.
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7.2.2 Pureza de RNAs pequeiios aislados de exosomas

Para analizar la pureza de los microRNAs aislados de los exosomas se sometieron estos
a un analisis empleando el uso de chips los cuales se analizan mediante el principio de
electroforesis en el Bioanalyzer Agilent. La sefial emitida mediante fluorescencia en el
Bioanalyzer indica que los picos emitidos entre los segundos 20 y 30 detectan la
presencia de microRNAs. La ausencia de contaminacién por otro tipo de RNAs se
observa al no emitirse otros picos de fluorescencia entre los segundos 40 y 50 donde
usualmente se detecta la presencia de RNA 18S y RNA 28S (Fig. 14). Debido a esto
concluimos que la presencia de RNAs pequefos aislados de exosomas en pacientes con
cancer de mama.

,
, .
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b) | e)
: :
N
20 25 30 35 40 45 50 55 60 Is] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s1
0.5
0.5
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Figura 14. Aislamiento de microRNAs exosomales. Los microRNAs contenidos en el exosomas se
analizaron mediante Bioanalyzer de las muestras 5s (a), 13 (b), 7 (c), 17 (d) y 22 (e) donde se observa la
deteccion entre los 20-30 segundos, la cual corresponde al tiempo de deteccion de RNAs pequeios.

44



7.2.3 Amplificacion del microRNA-382 exosomal obtenido de pacientes

con cancer de mama ductal y personas sanas

Para determinar el transporte de miR-382 en los exosomas, se realizo por triplicado la
amplificacion del contenido exosomal mediante qPCR obteniendo asi los ciclos de
amplificacion que van de 28.92 hasta 37.02 para miR-382 y de 19.63 hasta 26.09 para
miR-16. Estos CTs se muestran en la Tabla 17. De esta manera se determind la presencia
de miR-382 exosomal, puesto que los CT demuestran la amplificacion de miR-382 en
los exosomas. Estos CTs fueron posteriormente promediados, como se muestra en la
Tabla 18. Los promedios de los CTs de miR-382 y miR-16 corresponden a cada uno de
los 20 pacientes con cancer de mama y los 5 pacientes sanos. Estos promedios se
utilizaron posteriormente para el calculo del AACT. Los resultados obtenidos muestran
la presencia del miR-382 dentro de los exosomas en muestras provenientes de pacientes

con cancer y pacientes sanos.
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Tabla 17. Ciclos de amplificacion (CTs) del microRNA-382 exosomal

Muestra miR-382 miR-16
1S 35.93 37.02 36.29 26.08 25.80 26.09
4S 33.18 32.66 33.03 21.20 21.36 21.19
5S 32.20 32.67 32.56 21.39 21.57 21.67
6S 33.07 33.74 33.01 22.76 23.15 22.86
7S 30.69 30.69 30.52 21.88 21.97 21.88
3 32.94 33.99 33.10 23.22 23.18 23.24
13 32.66 32.68 32.66 23.20 23.37 23.31
20 31.96 32.45 32.53 21.48 21.74 21.67
31 33.87 33.25 33.55 23.94 24.13 24.12
41 30.51 30.35 30.49 21.18 21.12 21.17
7 33.99 34.49 33.38 23.90 23.79 24.00
9 32.97 35.01 34.76 23.66 23.41 23.35
40 30.33 30.49 30.48 21.07 21.13 21.24
27 32.78 32.99 33.06 21.57 21.71 21.77
46 29.30 28.92 29.28 19.63 19.76 19.87
2 31.59 31.60 31.58 20.52 20.67 20.67
5 31.25 31.05 30.96 22.54 22.81 22.72
17 33.10 33.22 33.10 22.78 22.68 23.01
56 30.75 31.38 30.62 21.07 20.97 21.17
35 31.44 31.94 32.10 22.22 22.10 22.15
26 32.98 32.67 33.08 22.92 22.87 23.04
4 34.21 35.26 34.49 25.04 24.90 24.80
11 33.71 34.06 33.11 23.34 23.40 23.31
21 34.13 33.67 33.61 22.36 22.12 22.32
22 32.37 32.45 32.45 21.56 21.72 21.52




Tabla 18. Promedio de CT del miR-382 exosomal

Muestra miR-382 miR-16 Muestra miR-382 miR-16
3 33.34 23.22 1S 36.41 25.99
13 32.67 23.29 4S 32.96 21.25
20 32.31 21.63 58 32.48 21.55
31 33.56 24.06 6S 33.27 22.93
41 30.45 21.16 7S 30.63 21.91
7 33.95 23.9
9 34.24 23.47
40 30.43 21.15
27 32.95 21.69
46 29.17 19.75
2 31.59 20.62
5 31.09 22.69
17 33.14 22.82
56 30.92 21.07
35 31.83 22.16
26 3291 22.94
4 34.65 2491
11 33.63 23.35
21 33.81 22.27
22 32.42 21.6
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7.2.4 Cuantificacion relativa del microRNA 382 exosomal en muestras de

pacientes con cancer de mama ductal y personas sanas

Para realizar la cuantificacion relativa de miR-382 aislado de los exosomas, se utilizo el
método de Livak (2*“") y los promedios de CTs mostrados en la Tabla 18 utilizando
como normalizador el nivel de expresion de miR-16. Los resultados de la Tabla 19
muestran los AACT de miR-382 exosomal en pacientes con cancer mamario y personas
sanas. Posteriormente se utilizaron estos célculos en los analisis de miR-382 exosomal y

su asociacion con variables clinopatologicas.

Tabla 19. Niveles de expresion de miR-382 calculadas mediante el método de Livak

Muestra miR-382 Muestra miR-382
3 1.23116518 1S 1.00209334
13 2.07048677 4S 0.4115946
20 0.83674224 5S 0.70437813
31 1.90250909 6S 1.05649081
41 2.18971358 7S 3.25799616
7 1.29080856
9 0.78712245
40 2.20322081
27 0.56071226
46 2.01480589
2 0.68719221
5 4.09521689
17 1.07584491
56 1.49677909
35 1.68619684
26 1.37420131
4 1.60948727
11 1.11154488
21 0.46182052
22 0.75855093

7.2.5 Distribucion no normal del microRNA-382 exosomal

Para analizar la distribucion de los datos de deteccion de miR-382 exosomal, se realizod

un Quantile-Quantile plot de los datos obtenidos para miR-382 mostrados en la Tabla
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15. La figura 15 muestra que los datos no siguen en su totalidad la linea de tendencia
mostrada en el Q-Q plot, lo que nos permite concluir que los datos analizados no poseen

una distribucion normal, por lo que la estadistica que se aplica es no paramétrica.

Expected Normal

T T T T
0 1 r 3 4 5

Observed Value

Figura 15. Distribucién de datos de miR-382 aislado de exosomas. La pendiente mostrada indica el
posicionamiento que los datos deberian seguir para ser una distribucion normal. Debido a que los datos no
se posicionan sobre esta pendiente la distribucion es no normal.

7.3 Asociacion del miR-382 circulante y exosomal con las caracteristicas
clinopatologicas de pacientes con cancer de mama ductal y personas sanas
provenientes del Noreste de México

7.3.1 Asociacion del miR-382 en suero con el cancer de mama ductal

Para observar si la deteccion de miR-382 aislado de suero podria usarse en la
diferenciacion de pacientes sanos con aquellos que presentaban la neoplasia, se realizo
la comparacion de miR-382 en muestras control y pacientes con cancer (Fig. 16). Los

resultados obtenidos no presentan diferencias significativas (MWU = 27, p = 0.1206),
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por lo que con los rangos de deteccion de miR-382 no podemos especificar si la muestra

analizada proviene de una persona sana o una persona con cancer de mama.
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Figura 16. Deteccion del miR-382 en suero de pacientes con cancer mamario y personas sanas. La
figura muestra la comparacion de la deteccion de miR-382 de pacientes con cancer y pacientes sanos (p >

0.05).

7.3.2 Asociacion del miR-382 exosomal con el cancer de mama ductal

Para determinar si la presencia de miR-382 exosomal es diferente en pacientes sanos

comparados con aquellos que presentan la neoplasia, se realizd la comparacioén de los

pacientes con cancer vs las muestras control. Nuestros resultados mostrados en la Fig. 17

indican que no hay diferencias significativas (MWU = 34, p = 0.2829) entre miR-382

exosomal de los pacientes con cancer de mama comparado persona sanas.
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Figura 17. Deteccion de miR-382 exosomal en pacientes con cancer mamario y personas sanas. Se
muestra la comparacion del nivel de miR-382 exosomal en el suero de pacientes con cancer y pacientes

sanos (p > 0.05).
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7.3.3 Asociacion de miR-382 en suero con los estadios del cancer de mama

ductal

Para determinar la asociacion de miR-382 aislado de suero con los estadios del cancer
mamario se compardé el nivel de miR-382 en cada uno de los estadios. Los resultados en
la Figura 18 no mostraron diferencias significativas entre los datos analizados (KW =
5.664, p = 0.2257) por lo que se formaron grupos de estadios tempranos (I y II) y
estadios tardios (III y IV) para comparar los rangos de detecciéon de miR-382 con los
controles sanos. No se encontré una diferencia significativa al comparar los controles
con los estadios tempranos/tardios (KW = 3.114, p = 0.2107) (Figura 19): Estos
resultados sugieren que los rangos de deteccion de miR-382 aislado del suero de
pacientes con cancer de mama no permiten distinguir el estadio en el que se encuentra
una paciente, ya sea tomando los estadios como I, II, IIl y IV o categorizando estos en

estadios temprano y tardios.
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Figura 18. Deteccion de miR-382 en el suero de los diferentes estadios de cancer de mama. La grafica
muestra la deteccion del microRNA-382 en suero de pacientes sanos comparado con cada estadio del
cancer mamario (p > 0.05).
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Figura 19. Deteccion de miR-382 en suero en estadios tempranos y tardios de cancer de mama. La
grafica muestra el rango de deteccion del microRNA-382 en el suero de pacientes sanas comparado con el
miR-382 en los estadios tempranos (I, II) y tardios (III, IV) (p > 0.05).

7.3.4 Asociacion de miR-382 en suero con los estadios del cancer de mama

ductal

Para determinar la asociaciéon de miR-382 exosomal con los estadios del cancer, se
compararon los rangos de deteccion de miR-382 aislado del exosomas en cada uno de
los estadios. Los resultados en la Fig. 20 no muestran diferencias significativa entre los
datos analizados (KW = 3.079, p = 0.5446). Debido a que de manera individual el miR-
382 exosomal no mostré diferencias en los distintos estadios, estos se agruparon en
categorias de estadios tempranos (I y II) y estadios tardios (IIl y IV) para comparar el
nivel de miR-382 exosomal con los controles. La Fig. 21 muestra que no se encontrd una
diferencia significativa al analizar los rangos de miR-382 en estadios tempranos (I y II)
vs estadios tardios (III y IV) vs los controles (KW = 1.713, p = 0.4246). Estos resultados
indican que el miR-382 aislado de exosomas de pacientes con cancer de mama no

permite distinguir el estadio en el que se encuentra una paciente.
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Figura 20. Deteccién de miR-382 exosomal en los diferentes estadios de cancer de mama. La grafica
muestra el rango de deteccion del microRNA-382 aislado de exosomas de pacientes sanos comparado en

cada estadio del cancer mamario (p > 0.05).
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Figura 21. Deteccion de miR-382 exosomal en estadios tempranos y tardios de cancer de mama. La
grafica muestra el rango del microRNA-382 exosomal de pacientes sanas comparado con el miR-382 en
los estadios tempranos (I, I1) y tardios (II1, IV) (p > 0.05).

7.3.5 Asociacion de miR-382 en suero con la edad

Para observar si la deteccion de miR-382 aislado de suero se asociaba a la edad, se
compar6d el microRNA-382 en suero de pacientes sanos con el grupo de pacientes
menores a 60 afos y el grupo de pacientes mayores a 60 afios. Los resultados en la Fig.
22a mostraron una diferencia significativa en esta comparacion (KW = 7.914, p =
0.0191). Para detallar qué comparacion proporcionaba esta diferencia significativa, se
procedié a realizar la prueba de Mann Whitney U de las comparaciones entre control vs

menor a 60 afios, control vs mayor a 60 afios y menor a 60 afios vs mayor a 60 afos.
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Puesto que son tres comparaciones posibles para la prueba, se aplico la formula de alfa
modificada (a/# de comparaciones) proporcionando un nuevo valor de 0.016. Los
resultados obtenidos mostraron que el analisis de control vs menor a 60 (Fig. 22b)
mostro una diferencia significativa (MWU = 5, p = 0.0127), el anélisis de control vs
mayor a 60 (Fig. 22¢) no demostro6 diferencias significativas (MWU =22, p = 0.7173) y
el anélisis de menor a 60 vs mayor a 60 (Fig. 22d) no demostré diferencias significativas
(MWU = 20, p = 0.0232). Con estos resultados encontramos que los rangos de miR-382

aislado de suero se asocian de manera significativa a los pacientes con una edad menor a

60 afos.
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Figura 22. Transporte de miR-382 en suero segin la edad de las pacientes de cancer de mama. La
figura a) muestra el rango de deteccion de microRNA-382 en el suero de pacientes sanos comparado con
pacientes con 60 afios 0 menos y pacientes mayores a 60 afios (p < 0.05). La figura b) muestra el rango de
miR-382 en suero de pacientes sanos comparados con pacientes menores a 60 afios (p < 0.05). La figura c)
muestra el rango de miR-382 en suero de pacientes sanos comparados con pacientes mayores a 60 afios (p
> 0.05) y la figura d) muestra el rango de miR-382 en suero de pacientes menores de 60 afios comparados
con pacientes mayores a 60 afios (p > 0.05).
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7.3.6 Asociacion de miR-382 exosomal con la edad

Para analizar la asociacion del transporte de miR-382en exosomas con la edad, se
compar6 el microRNA-382 exosomal del grupo de pacientes menores a 60 afios y el
grupo de pacientes mayores a 60 afios con las muestras control. Los resultados en la Fig.
23 no muestra una diferencia significativa al comparar los niveles de miR-382 en
pacientes sanos y pacientes menores y mayores a 60 anos (KW = 2.514, p = 0.2844).
Estos resultados indican que miR-382 aislado de exosomas no se asocia a la edad, ya sea

categorizada en personas menores y mayores de 60 afios.
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Figura 23. Transporte de miR-382 exosomal segin la edad de las pacientes de cancer de mama. La
grafica muestra la deteccion del microRNA-382 exosomal en pacientes sanas comparado con grupos de
pacientes con 60 afios 0 menos y pacientes mayores a 60 afios (p > 0.05).

7.3.7 Asociacion del cancer con un nivel bajo/alto de miR-382 en suero

Para analizar si el miR-382 aislado de suero se asociaba con un nivel de deteccion
alto/bajo, se analizd la asociacion de este microRNA en los pacientes de céancer
categorizada en deteccion baja (AACt < 2.4251) y deteccion alta (AACt > 2.4251)
comparado con los controles. Encontramos asi una diferencia significativa al realizar la
prueba de Kruskal-Wallis en la comparacion deteccion baja vs alta vs control (KW =
16.86, p = 0.0002) (Fig. 24a). Para observar qué comparacion proporcionaba una
diferencia significativa, se procedio a realizar la prueba de Mann Whitney U de las

comparaciones de deteccion baja y alta vs control. Puesto que son tres comparaciones
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posibles para la prueba, se aplicod la formula de alfa modificada (a/# de comparaciones)
proporcionando un nuevo valor de 0.016. Al realizar el andlisis de deteccion baja vs
control (Fig. 24b) no se encontrd una diferencia significativa (MWU = 24, p = 0.9451),
mientras que el analisis de deteccion alta vs control (Fig. 24c) demostré diferencias
significativas (MWU = 1, p = 0.0013) al igual que la deteccion baja vs alta (Fig. 24d)
donde se encontr6 una diferencia significativa (MWU = 0, p = 0.0001). Los resultados
obtenidos muestran que miR-382 aislado de suero permite diferenciar aquellos pacientes
que expresan miR-382 de una manera alta (AACt > 2.4251) del grupo control y de

aquellos que expresaban miR-382 de una manera baja.
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Figura 24. Deteccion alta y baja de miR-382 en suero de pacientes con cancer de mama. a) La figura
muestra los rangos de deteccion de microRNA-382 en suero de pacientes sanos comparado con grupos de
deteccion baja (AACt <2.4251) y alta (AACt > 2.4251) (p < 0.05). b) Muestra los rangos de deteccion de
miR-382 en suero de pacientes sanos comparados con pacientes de deteccion baja (AACt < 2.4251) (p >
0.05). c) Muestra los rangos de deteccion de miR-382 en suero de pacientes sanos comparados con
pacientes de alta (AACt > 2.4251) (p < 0.05). d) Muestra los rangos de deteccion de miR-382 en suero de
pacientes de deteccion baja (AACt <2.4251) comparados con pacientes de deteccion alta (AACt > 2.4251)
(p <0.05).
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7.3.8 Asociacion del cancer con un nivel bajo/alto de miR-382 en

exosomas

Para analizar si el miR-382 exosomal se asociaba con un nivel de deteccion alto/bajo, se
analiz6 la asociacion de este microRNA en los pacientes de cancer categorizando los
niveles de deteccion en baja (AACt < 1.3325) y alta (AACt > 1.3325) vs los controles.
Los resultados mostraron una diferencia significativa al realizar la prueba de Kruskal-
Wallis (KW = 16.86, p = 0.0002) (Fig. 25a). Para observar qué comparacion
proporcionaba una diferencia significativa, se procedio a realizar la prueba de Mann
Whitney U de las comparaciones entre deteccion baja, alta y control. Puesto que son tres
comparaciones posibles para la prueba, se aplico la formula de alfa modificada (o/# de
comparaciones) proporcionando un nuevo valor de 0.016. Al realizar el analisis de
control vs deteccidon baja (Fig. 25b) no se encontrd una diferencia significativa (MWU =
25, p = 0.9999) al igual que en el analisis de control vs deteccion alta (Fig. 25¢) donde
no se encontraron diferencias significativas (MWU = 9, p = 0.0539). Al realizar el
analisis de deteccion baja vs alta (Fig. 25d) se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa (MWU = 0, p = 0.0001). Estos resultados indican que el aislamiento de
miR-382 exosomal nos permite diferenciar a los pacientes que tienen un rango de
deteccion alto de miR-382 exosomal de aquellos que tienen un nivel bajo de este

microRNA.
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Figura 25. Deteccion alta y baja de miR-382 exosomal en pacientes de cincer de mama. La figura a)
muestra los rangos de deteccion de microRNA-382 exosomal de pacientes sanos comparado con grupos de
expresion baja (AACt < 1.3325) y expresion alta (AACt > 1.3325) (p < 0.05). La figura b) muestra los
rangos de expresion de miR-382 exosomal de pacientes sanos comparados con pacientes de expresion baja
(p > 0.05) La figura c) muestra los rangos de expresiéon de miR-382 exosomal de pacientes sanos
comparados con pacientes de expresion alta (p > 0.05). La figura d) muestra los rangos de expresion de
miR-382 exosomal de pacientes de expresion baja comparados con pacientes de expresion alta (p < 0.05).

7.3.9 Asociacion de miR-382 en suero con la invasion de nodos linfaticos

Para asociar el nivel de deteccion de miR-382 con la invasion de nodos linféticos en los
pacientes con cancer mamario, comparamos los niveles de este microRNA en los
pacientes que tenian cancer y nodos linfaticos invadidos con aquellos pacientes que
tenian cancer pero eran libres de la invasion de nodos linfaticos y el grupo control. No se
encontro ninguna diferencia significativa que asociara al microRNA-382 con la invasion
de nodos linfaticos (KW = 2.598, p = 0.2729) (Fig. 26). Esto indica que los rangos de
deteccion de miR-382 en suero no se asocian a la presencia o ausencia de invasion de

nodos linfaticos en pacientes con cancer de mama.
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Figura 26. Deteccion de miR-382 en pacientes y su relacion con nodos linfaticos. La grafica muestra
los rangos de deteccion de microRNA-382 en suero de pacientes sanos comparados con los pacientes que
presentaron nodos linfaticos invadidos o no presentaron esta invasion (p > 0.05).

7.3.10 Asociacion de miR-382 exosomal con la invasion de nodos linfaticos

Para asociar el nivel de deteccion de miR-382 exosomal a la invasion de nodos linfaticos
en los pacientes con cancer mamario, comparamos los niveles de este microRNA en los
pacientes que tenian cancer y nodos linfaticos invadidos con aquellos pacientes que
tenian cancer pero eran libres de nodos linfaticos invadidos. La Fig. 27 muestra que no
se encontrd ninguna diferencia significativa que asociara al microRNA-382 exosomal
con la invasion de nodos linfaticos (KW = 0.9133, p = 0.6334) (Fig. 27), por lo que los
rangos de deteccion de miR-382 exosomal no se asocian a la presencia o ausencia de

invasion de nodos linfaticos en pacientes con cancer de mama.
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Figura 27. Deteccion de miR-382 exosomal en pacientes y su relacién con nodos linfaticos. La grafica
muestra los rangos de deteccion de microRNA-382 exosomal de pacientes sanos comparados con los
pacientes que presentaron nodos linfaticos invadidos o no presentaron esta invasion (p > 0.05).
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7.3.11 Asociacion de las variables clinicopatolégicas con el nivel alto/bajo

de miR-382 detectado en suero

Para determinar la asociacion entre variables clinopatoldgicas y la deteccion de miR-382
aislado de suero, se utilizd la categorizacion de deteccion baja y alta segun la Fig. 24 en
conjunto con el nimero de sueros de pacientes con cancer de mama estudiados (20).
Este analisis demostr6 una asociacion significativa (p = 0.012) entre la categorizacion de
edad < 60/ > 60 y el nimero de casos categorizados como deteccion baja (AACt <
2.4251) y alta (AACt > 2.4251). La tabla 20 muestra que no se encontrd asociacion
significativa entre el estadio categorizado en temprano/tardio y el nivel de miR-382 (p =
0.328) o al asociar nodos linfaticos invadidos/no invadidos con la deteccion de miR-382
(p = 0.382). Los resultados obtenidos indican que existe una asociacion significativa
entre la edad categorizada en < 60/ > 60 y el nivel de deteccion bajo (AACt <2.4251)y
alto (AACt > 2.4251), mientras que esta asociacion no ocurre con las demas variables

clinopatoldgicas.

Tabla 20. Asociacion de miR-382 en suero con las variables clinopatolégicas

Suero Deteccidon de miR-382
Variables No. de casos | Bajo (n%) ‘ Alta (n%) Valor de P

Edad P <0.05

<60 10 1(10.0) 9 (90.0)

>60 10 7(70.0) | 3(30.0)
Estadio P>0.05

I-11 10 3(30.0) | 7(70.0)

-1V 10 5(50.0) | 5(50.0)
Nodos linfaticos Invadidos P>0.05

No 10 5(50.0) 5(50.0)

Si 10 3(30.0) | 7(70.0)
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7.3.12 Asociacion de las variables clinicopatolégicas con el nivel alto/bajo

de miR-382 detectado en exosomas

Para determinar la asociacion entre variables clinopatoldgicas y la deteccion de miR-382
exosomal, se realizo la prueba de chi-square utilizando la categorizacion del nivel de
deteccion baja y alta seglin la Fig. 25 en conjunto con el nimero de pacientes con cancer
de mama (20). Los resultados obtenidos demostraron que no habia una asociacion
estadisticamente significativa (p = 0.328) entre la categorizacion de edad < 60/ > 60 y el
nivel de miR-382 categorizado en baja (AACt < 1.3325) y alta (AACt > 1.3325), al igual
que no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa (p = 0.672) entre el
estadio temprano/tardio y la deteccion de miR-382 exosomal. Ademas, no se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa entre nodos linfaticos invadidos/no
invadidos y la deteccion de miR-382 exosomal (p = 0.672). Los resultados obtenidos
muestran que no hay una asociacion significativa entre la variables clinopatoldgicas
mostradas en la tabla 21 y la deteccién de miR-382 exosomal categorizado en deteccion

alta y baja.

Tabla 21. Asociaciéon de miR-382 exosomal con las variables clinopatolégicas

Exosomas Deteccion de miR-382
Variables No. de casos | Baja (n%) ‘ Alta (n%) Valor de P

Edad P>0.05

<60 10 4 (40.0) 6 (60.0)

>60 10 6 (60.0) 4 (40.0)
Estadio P>0.05

I-I1 10 5(50.0) | 5(50.0)

-1V 10 5 (50.0) 5 (50.0)
Nodos linfaticos Invadidos P>0.05

No 10 5 (50.0) 5 (50.0)

Si 10 5 (50.0) 5 (50.0)
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8. DISCUSION

En esta tesis se corrobor6 que el miR-382 es secretado a torrente sanguineo en pacientes
con cancer de mama ductal y personas sanas. Interesantemente, se detecto el transporte
del miR-382 en los exosomas aislados y caracterizados de pacientes con cancer y
pacientes sanos para su exporte en sangre periférica. El nivel de expresion de miR-382
no se encontr6 asociado a los estadios de CaMa, a la presencia del cancer o a la invasion

de nodos linfaticos.

Para confirmar la presencia de miR-382 en el suero de mujeres con cancer mamario y las
personas sanas, se llevo a cabo la extraccion de microRNAs para luego realizar una
cuantificaciéon relativa de estos tal y como se realizd anteriormente en nuestro
laboratorio por Mar-Aguilar et al. De esta manera confirmamos la presencia de miR-382

en las muestras analizadas.

La caracterizacion de los exosomas se realizd mediante la identificacion de las proteinas
de membrana exosomal en conjunto con el andlisis del tamafo de las vesiculas. En ésta
tesis se detectaron en los exosomas tanto en muestras de pacientes con cancer como en
personas sanas las proteinas de membrana CD9, CD63, CD81, Hsp70 y Alix, las cuales
pueden ser utilizadas para identificar los exosomas segln los criterios especificados por
la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (JEV 2014). El analisis del
tamafio exosomal mostr6 un rango de 80-180 nm, lo que es ligeramente superior a lo
discutido por algunos grupos cientificos que reportan un rango de tamafo de 50-120 nm,
sin embargo se muestra una media de 120 nm, lo cual se encuentra dentro del rango de
tamafio reportados (Vlassov et al. 2012, Cheng et al. 2014). Debido a esto podemos
concluir que el promedio de tamafio de los exosomas obtenidos se encuentra en el rango
de tamano reportado. Es importante considerar que estos resultados pueden deberse a la
formacion de agregados exosomales durante el analisis de tamafio en el microscopio de
fuerza atdomica, lo que pudo haber incrementado el rango del tamafio exosomal. Esta

informacion en conjunto con los marcadores de membrana detectados mediante western
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blot nos permitié concluir que se aislaron exosomas del suero de los pacientes con

cancer de mama y las muestras control.

Los resultados obtenidos del andlisis de la deteccion de miR-382 en exosomas
demostraron que este microRNA no solo se exporta a través de estas vesiculas en
pacientes con cancer de mama, sino que también se puede detectar en de personas sanas.
Estos resultados concuerdan con los experimentos realizados por Kawata et al donde los
microRNAs exosomales de pacientes con cancer de colon también fueron encontrados
en pacientes sanos (Kawata er al. 2014). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que
miR-382 en suero no se asocia a la presencia del cancer o al estadio del cancer mamario
mientras que en estudios anteriores (Mar-Aguilar et al. 2013) se encontré que miR-382
presentaba una sobreexpresion en el suero de pacientes con cancer mamario en
comparacion con las personas sanas y debido a esto se le asoci6 a la presencia de un
proceso neoplasico. Esta diferencia puede deberse a que, aunque los pacientes de ambos
estudios provenian de la misma regién las muestras colectadas en nuestro estudio
provenian de pacientes con cancer de mama bajo tratamiento (quimioterapia,
radioterapia) y que en algunos casos, padecian de otras enfermedades ademas del cancer
de mama (osteoporosis) mientras que las muestras de Mar-Aguilar provenian de
pacientes libres de cualquier tratamiento u enfermedad (Mar-Aguilar ef al. 2013). Esto
puede indicar que el tratamiento contra el cancer de mama y la presencia de otras

enfermedades pueden modificar el nivel de miR-382 en los pacientes.

A pesar de detectar a miR-382 dentro de los exosomas, no se encontr6 una diferencia
significativa entre los niveles de expresion de miR-382 exosomal de pacientes con
cancer mamario vs miR-382 exosomal proveniente de personas sanas. Estos resultados
contrastan con lo encontrado en cancer de ovario, donde los microRNAs exosomales de
pacientes con cancer ovarico no se encuentran en los pacientes sanos (Taylor et al.
2008). Esto puede deberse a que los microRNAs poseen transportadores distintos en
cancer de mama y en cancer de ovario. Esto indicaria que los exosomas no son los

unicos transportadores de microRNAs en cancer de mama, como es el caso de la
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proteina Ago-2, la cual puede actuar como transportador de microRNAs que no se

asocian a las vesiculas exosomales (Arroyo et al. 2010).

Al estudiar la asociacion de la edad con los niveles de miR-382 detectado en suero, se
encontré que la presencia de miR-382 en los pacientes menores a 60 afios es
significativamente diferente al nivel de miR-382 en las muestras control, sin embargo,
no se encontrd una diferencia entre los pacientes menores de 60 afos y los mayores a 60
anos. A pesar de que la edad es un factor asociado al desarrollo del cancer, nuestros
resultados muestran que son los pacientes menores y no los mayores a 60 afos quienes
poseen un mayor nivel de miR-382. Este resultado concuerda con lo reportado por
Chilet et al. pues sus estudios han demostrado que la expresion de los microRNAs no es
proporcional a la edad (Chilet er al. 2014), tal y como ocurre en nuestro andlisis. En el
caso de miR-382 exosomal, no encontramos diferencia significativa entre los niveles en
pacientes mayores y menores de 60 afios en comparacion con los controles, por lo que la

expresion de miR-382 exosomal no est4 asociada a la edad.

La asociacion del microRNA-382 aislado del suero con el nivel de miR-382
categorizado en deteccion baja (AACt < 2.4251) y alta (AACt > 2.4251) mostr6 que los
pacientes que expresan un alto nivel de miR-382 son estadisticamente diferentes de las
personas con un nivel bajo de miR-382, asi como también son diferentes de las personas
sanas. La diferencia en el nivel de miR-382 indica que los pacientes con cancer de mama
que mas expresen este microRNA pueden ser identificados y diferenciados segin su
nivel de miR-382. A pesar de que es necesario incrementar el nimero de muestra para
confirmar lo obtenido en una poblacion mas grande, estos resultados permitirian utilizar
aproximaciones distintas en el estudio de miR-382 y su papel en el cancer mamario de
estos pacientes. En el caso del miR-382 exosomal encontramos una diferencia
significativa al comparar los pacientes de deteccion de miR-382 baja (AACt < 1.3325) vs
alta (AACt > 1.3325). Este resultado concuerda con lo encontrado en suero, pues hay una
diferencia significativa entre los pacientes con un alto nivel vs bajo nivel de miR-382.

Esto podria indicar que el nivel de miR-382 en suero es semejante al nivel de miR-382
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en exosomas, sin embargo, mas analisis en donde es mayor el nimero de pacientes

deben llevarse a cabo para concluir esto con exactitud.

Al estudiar la asociacion de miR-382 en suero con la presencia/ausencia de invasion de
nodos linfaticos en personas con céancer de mama no se encontrd una diferencia
significativa al comparar ocurriendo lo mismo para el caso de miR-382 exosomal. Esto
resultados indican que el nivel de miR-382 no se asocia a la invasion o a la ausencia de
invasion de nodos linfaticos. En contraste con nuestros resultados, Ho et al reporta que
mediante el estudio de muestras de tejido y lineas celulares de cancer de mama
demostraron que miR-382-5p esta involucrado en procesos invasivos pues actia en la
via RERG/Ras/ERK, en la que RERG tiene un papel de supresor tumoral mediante la
desactivacion de los efectores Ras/ERK, pues inhibe la proliferacion celular y formacion
del tumor en céncer de mama. Debido a esto, miR-382-5p actia como oncogén al
reprimir la actividad de RERG y de esta manera Ras/ERK promueve la viabilidad
celular y un cancer mas agresivo (Ho er al. 2016). El contraste de los resultados
obtenidos por Ho et al y en nuestro estudio pueden deberse a la diferencia de muestras
analizadas (tejido/lineas celulares vs suero/exosoma), la region de donde eran
provenientes estas muestras (Taiwan vs México) y los niveles de expresion de miR-382
en las muestras analizadas, pues Ho et al reporta una sobreexpresion estadisticamente
significativa a diferencia de nuestros resultados, donde no hay una diferencia

significativa en los niveles de miR-382 en pacientes con cancer vs personas sanas.

Para analizar si habia una asociacion significativa entre las variables clinopatoldgicas
estudiadas mediante la prueba de chi-square, comparamos el nivel de miR-382 aislado
de suero de pacientes con cancer de mama dividido en las categorias de deteccion
alta/baja vs las variables de edad, estadio y si presentaban nodos linfaticos invadidos o
no segun el numero de pacientes con cancer estudiados. Asi encontramos que hay una
asociacion significativa entre la edad y la expresion alta/baja de miR-382 en suero,
puesto que los pacientes menores de 60 afios mostraban 1 paciente de expresion baja vs
9 de expresion alta, mientras que los pacientes mayores de 60 afios mostraron 7

pacientes de expresion baja y 3 de expresion alta. Con esto podriamos decir que la
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deteccion de miR-382 se asocia de manera inversamente proporcional a la edad, puesto
que un mayor numero de pacientes menores a 60 afos presentaron un alto nivel de miR-
382, mientras que los pacientes mayores de 60 afios presentaron menor nivel de miR-
382. Para el caso de las variables clinopatologicas de estadio y nodos linfaticos no
encontramos una asociacion con la deteccion de miR-382. Lo mismo ocurre con miR-
382 aislado de exosomas, pues no se encontrdé una asociacion significativa entre las
variables clinopatologicas estudiadas y el microRNA. Esto podria deberse a que el
microRNA exosomal constituye solo una fraccion del microRNA total que puede ser
extraido del suero. A pesar de esto, hay investigaciones que demuestran que la mayoria
de los microRNAs detectados en suero y saliva son transportados a través de exosomas

(Gallo et al. 2012).

Con los resultados obtenidos en la presente tesis podemos concluir que el microRNA-
382 utiliza como uno de sus transportadores a los exosomas en pacientes con cancer y en
las personas sanas. Los resultados obtenidos abren la posibilidad de estudiar los bajos
niveles de deteccion asociados a este transportador que pueden deberse a que otros
transportadores de microRNAs estdn asociados a miR-382, como es el caso del trabajo
realizado por Turchinovich et al., en el que se estudia la preferencia de los microRNAs a
la asociacion con la proteina argonauta 2 y no con los exosomas (Turchinovich et al.
2011). Debido a esto se necesita incrementar el nimero de muestras analizadas asi como
estudiar otros transportadores de microRNAs que permita emitir una conclusion de que

transportador se asocia de manera preferente a miR-382 en el cancer de mama.
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9. CONCLUSIONES

El normalizador enddégeno miR-16 se estandarizd con un porcentaje de

eficiencia del 97.35%, para su utilizacion en la amplificacion qPCR de miR-382.

La deteccion de miR-382 confirm6 su presencia en el suero de pacientes con

cancer de mama asi como en los controles sanos mediante qPCR.

El nivel miR-382 detectado en suero no se asocia a la presencia de cancer en las

pacientes analizadas.

Los exosomas aislados de las muestras de suero control y de pacientes con
cancer de mama mostraron un tamafio promedio de 120 nm y fueron
caracterizados con la presencia de los marcadores de membrana especificos

CD63, Hsp70, CDS81, Alix y CD9.
Los microRNAs aislados de exosomas mostraron el tamafio esperado de

aproximadamente 21 pares de bases, asi como y una alta pureza libre de

contaminacion mediante su analisis en el Bioanalyzer.

El microRNA-382 se transporta via exosomas en el suero de los pacientes con

cancer de mama asi como en las muestras control.

El nivel de miR-382 exosomal detectado no se asocia a la presencia de cancer en

las muestras analizadas.

La deteccion de miR-382 aislado de suero y de exosomas no se asocian al estadio

individual o categorizados en estadios tempranos y tardios del cdncer de mama
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El nivel de deteccion del miR-382 aislado de suero en las muestras control es
estadisticamente distinto al nivel de miR-382 en pacientes menores a 60 afios,

por lo que se asocia a los pacientes menores de 60 afios.

La deteccion de miR-382 exosomal no se asocia a la edad de los pacientes

categorizados en menores de 60 afios y mayores de 60 afios.

El analisis de miR-382 en suero y en exosomas permite diferenciar
estadisticamente a los pacientes con un alto nivel de deteccion de aquellos con un

bajo nivel de deteccion y de los pacientes sanos.

El nivel de miR-382 en suero y exosomas no se asocia a la presencia/ausencia de

invasion de nodos linfaticos en pacientes con cancer de mama.

Existe una asociacion entre la edad y la expresion de miR-382 exosomal segun el

numero de pacientes con un alto/bajo nivel de miR-382.

No se encontrd una asociacion entre las variables clinopatologicas estudiadas y
miR-382 exosomal segin el nimero de pacientes con un alto/bajo nivel de miR-

382.
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10. PERSPECTIVAS

Ampliar la cantidad de pacientes en el estudio, preferentemente, pacientes libres

de un régimen terapéutico.

Investigar el transporte de miR-382 mediante otras vias (microvesiculas,

lipoproteinas de alta densidad, proteina argonauta)

Analizar mediante cuantificacion absoluta miR-382 en exosomas y compararla

con otros transportadores/ suero

Analizar la actividad de miR-382 en tejido y su papel en el cancer mamario de

mujeres mexicanas
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