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RESUMEN

Los miRNAs son moléculas de RNA pequefias y no codificantes que actuan inhibiendo
la traduccion del mRNA blanco a proteina. En cancer la desregulacion en la expresion de
los miRNAs permite que puedan actuar como oncogenes O supresores tumorales,
relacionandose de esta manera con la progresion del cancer. Empleando la base de datos
del TCGA (The Cancer Genome Atlas), realizamos un andlisis de la expresion de
miRNAs en cancer de mama a partir del cual, identificamos que el miR-660 se encuentra
significativamente sobreexpresado y asociado a una baja supervivencia en pacientes con
cancer mamario. Hasta el momento, se ha reportado que el miR-660 induce proliferacion
en células de cancer de mama MCF-7 (RE+) a través de la via miR-660/TFCP2/CDKN1A
y la via TET2/ PIBK/AKT/mTOR en células MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-).
Debido a que un solo miRNA es capaz de regular multiples blancos y participar en
diversas vias, en la presente investigacion que constituye la primera parte de un proyecto
mas amplio, nos propusimos determinar el papel que el miR-660 juega en la proliferacion
del cancer de mama RE+ y RE-. Nuestros resultados muestran una sobreexpresion
significativa del miR-660 en las lineas celulares MCF-7 (RE+) (***, p=0.0002) y MDA-
MB-231 (RE-) (***, p=0.0005) comparado con la expresion en las celulas control (MCF-
10A). Ademas, indican que esta sobreexpresion induce la proliferacion en las células de

ambos subtipos moleculares.

13



ABTRACT

MiRNAs are small non-coding RNA molecules that act by inhibiting protein translation
of their target mRNA. In cancer miRNA dysregulation allows them to act as oncogenes
or tumor suppressors, participating in cancer progression. Using the TCGA (The Cancer
Genome Atlas) database, we performed a miRNA expression analysis in breast cancer
from which we identified that miR-660 is significantly overexpressed and associated with
low survival in breast cancer patients. Until now, miR-660 has been reported to induce
proliferation in breast cancer cell line MCF-7 (RE +) through the miR-660/TFCP2/
CDKNI1A pathway and the TET2/PI3K/AKT/mTOR pathway in both MCF-7 (RE +) and
MDA-MB-231 (RE-) cells. Since a single miRNA is able to regulate multiple targets and
signaling pathways, therefore, in the present investigation, which constitutes the first part
of a larger project, we seek to determine the role that miR-660 plays in the proliferation
of RE + and RE- breast cancer. Our results show a significant overexpression of miR-660
in MCF-7 (RE +) (***, p = 0.0002) and MDA-MB-231 (RE-) (***, p = 0.0005) cell lines
compared to the expression in control cells (MCF-10A). Furthermore, indicate that this

overexpression induces proliferation in cells of both molecular subtypes.
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1. INTRODUCCION

Los miRNAs son pequeiias moléculas de RNA no codificantes, de aproximadamente 22
nt de largo, participan en la regulacion de la expresion génica a nivel post-transcripcional,
al inhibir la traduccion o inducir la degradacion de su mRNA blanco (Espinoza y Wang,

2012).

Los miRNAs son capaces de regular diversos procesos biologicos y procesos de
carcinogénesis. En cancer la expresion de los miRNAs se encuentra desregulada, por lo
que pueden comportarse como oncogenes o supresores tumorales, afectando de esta
manera uno o varios de los procesos esenciales para la progresion del cancer. Ademas,
cambios en la expresion de los miRNAs pueden ser indicadores de la prognosis de esta

enfermedad (Mehrgou et al., 2018).

Por lo anterior, el estudio de los miRNAs ha sido de gran interés para la identificacion de
nuevos blancos y estrategias terapéuticas en varios tipos de cancer entre los que se
encuentra el de mama, el cual, contintia siendo el mas comun entre la poblacion femenina
a nivel mundial (WHO, 2019). De acuerdo con estadisticas mundiales en el 2020 se
reportaron 2,261,419 millones de nuevos casos de cancer mamario (GLOBOCAN, 2020).
Mientras que en México en ese mismo afio se detectaron 29,929 (GLOBOCAN, 2020).
El cancer de mama es la proliferacion maligna de las células epiteliales que recubren los
conductos o lobulillos mamarios (INCAN, 2016). Debido a que las células cancerigenas
de la mama pueden o no expresar ciertos genes, el cancer de mama se clasifica
molecularmente en diferentes subtipos. Luminal A (receptores hormonales positivos,
HER2 negativo, bajo ki-67), Luminal B (receptores hormonales positivos, HER2
negativo, alto ki-67), HER2 (positivo para HER2 sin importar el estatus de los receptores
hormonales) y basal like (receptores hormonales negativos, HER2 negativo) (Koh y Kim,
2018). Esta clasificacion, en conjunto con el estadio del cancer, permite establecer el

tratamiento adecuado para cada paciente.

2Identificar miRNAs asociados a un mal prondstico o baja supervivencia y determinar su
funcidn, nos permitird conocer mejor los mecanismos a través de los cuales, los miRNAs

favorecen la progresion del cancer mamario. Mediante el uso de la base de datos del
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TCGA (The Cancer Genome Atlas) y en colaboraciéon con el MD Anderson Cancer
Center, llevamos a cabo un andlisis de expresion de miRNAs en cancer de mamario a
partir del cual, identificamos que el miR-660 se encuentra significativamente
sobreexpresado en muestras de tejido tumoral, comparado con muestras de tejido normal
de mama y que esta sobreexpresion se asocia a una baja supervivencia en pacientes con

cancer mamario.

Hasta el momento, en cancer de mama se ha reportado que el miR-660 induce
proliferacion, migracion e invasion en células de cancer de mama MCF-7 (RE+), lo
anterior a través de la via implicada en induccion de arresto celular, proliferacion e
inhibicién de la migracion TFCP2/CDKNIA (Shen et. al, 2017). Sin embargo, la
metodologia propuesta no permite validar que es a través de dicha via que el miR-660

induce estos procesos en las células MCF-7.

En un estudio mas reciente se reporta al miR-660 como promotor de proliferacion,
migracion e invasion en las células MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-) mediante
modulacion de TET2 mediante la via PI3K/AKT/mTOR (Peng et. al, 2020). Sin embargo,
los miRNAs implicados en la progresion del cancer usualmente se encuentran regulando

multiples blancos y vias de manera simultanea (Xu et. al, 2020).

En el presente trabajo determinamos los niveles basales del miR-660 y su actividad en la
proliferacion de las células de cancer de mama MCF- 7 y MDA-MB-231. Nuestros
resultados, muestran una sobreexpresion del miR-660 en las células de cancer de mamario
RE+ y RE- y sugieren que esta sobreexpresion promueve la proliferacion en dichas

células.
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2. ANTECEDENTES

2.1 MiRNAs y su biogénesis

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificante, de un tamano promedio
de 22 nt de largo, participan regulando la expresion génica a nivel post-transcripcional, a
través de inhibir la traduccion o degradar el mRNA blanco. (Espinoza y Wang, 2012). Se
estima que del 1 al 5 % del genoma humano se compone de miRNAs, estos a su vez son
capaces de regular al menos el 30% de los genes codificadores de proteinas. Cada
miRNA puede interactuar con un gran nimero de mRNA ya sea de forma directa o
indirecta. De la misma manera, la expresion de un solo mRNA puede ser regulada en

conjunto por varios miRNAs (Frontela, 2012).

La biogénesis de los miRNAs comienza con la formacion de un transcrito primario (~70
nt) pri-miRNA, producido por la RNA polimerasa II (Pol II), este a su vez es procesado
por el complejo Drosha/DGCRS8 para generar un pre-miRNA que contiene dos
nucleotidos que sobresalen en el extremo 5 terminal, esto les permite ser reconocidos
por el complejo exportina-5/Ran-GTP para ser posteriormente exportados al citoplasma.
Una vez localizado dentro del citoplasma, DICER (Dicer 1, Ribonucleasa de tipo III) se
encarga de procesar la estructura en forma de asa del pre-miRNA, generando una
molécula de doble cadena conocida como miRNA duplex que consiste en una cadena
madura y su cadena complementaria que en algunos casos se degradard y en otros tendra
una funcién reguladora como miRNA maduro. El miRNA maduro es reconocido por el
complejo de proteinas RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA), cuyos
principales componentes son las proteinas Argonauta (Ago), este complejo selecciona la
secuencia madura o guia. El reconocimiento del mRNA blanco, por el miRNA, ocurre
por complementaridad entre la region semilla del miRNA (nt 2-8) y la region 3'UTR del
mRNA blanco (Esparza Garrido y Velazquez Flores, 2016).

Si la complementariedad es imperfecta se reprime la traduccion del mRNA. Si, por otro
lado, la complementariedad es perfecta, se induce un corte preciso en los enlaces
fosfodiéster de los nucleotidos de interés, este proceso es finalizado por accion de

exonucleasas que degradan los fragmentos restantes (Figura 1) (Frontela, 2012).
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Figura 1. Biogénesis y procesamiento de los miRNAs. La RNA polimerasa II inicia la transcripcion
del pri-miRNA, en seguida se genera el pre-miRNA por el complejo microprocesador
DROSHA/DGCRS. El pre-miRNA es exportado al citoplasma por EXP-5, en donde es procesado por
DICER generando un miRNA duplex, que sera reconocido por el complejo RISC, que seleccionara una
de las dos cadenas dando lugar al miRNA maduro (Frontela, 2012).

Debido a la complementariedad imperfecta entre los miRNAs y sus blancos, cada miRNA
puede poseer mas de 100 blancos, lo que les permite actuar de manera coordinada en
diversos procesos celulares y ser considerados como una de las clases mas grandes de
reguladores (Frontela, 2012). Por ello, su desregulacion estd implicada en diversas

enfermedades, entre ellas, el cancer.
2.2 Cancer y proliferacion
El cancer se define como crecimiento de un tejido especifico provocado por la accion de

la proliferacion continua y descontrolada de células anormales que adquirieron la
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capacidad de diseminarse a otros tejidos. Esto puede suceder en cualquier célula de
cualquier tejido, por lo que se ha demostrado que no es una sola enfermedad, sino un
conjunto de enfermedades que se clasifican dependiendo de la célula y tejido del cual se
origine. (Aibar et. Al., 2010). En 2011 Hanahan y Weinberg proponen agrupar, bajo el
término de marcas distintivas del céncer las caracteristicas de las células tumorales que
dan lugar a la progresion del cancer, tomando en cuenta también las interacciones con el
microambiente tumoral, estas incluyen sefales proliferativas constitutivas, potencial
replicativo sostenido, inhibicidon de sefiales antiproliferativas, resistencia a la apoptosis,
induccion de angiogénesis, evasion al sistema inmune, inflamacién y capacidad

metastasica (Hanahan y Weinberg, 2011)

La proliferacion es un proceso mediado por la sintesis y liberacion de sefiales promotoras
del crecimiento que dirigen cada uno de los pasos del ciclo de division celular, asegurando
asi el funcionamiento normal de la célula. En cancer estas sefiales se encuentran
desregularizadas (Figura 2). Durante le carcinogénesis las células pierden la capacidad de
proliferar adecuadamente a pesar de las sefiales que regulan la activacion del ciclo celular.
En general, las proteinas que favorecen la proliferacion se conocen como oncoproteinas,
codificadas por proto-oncogenes. Diferentes tipos de mutaciones conducen a la
trascripcion y traduccion de oncoproteinas con actividad constitutiva, independiente de
ligando. Los receptores de los diferentes factores crecimiento y las moléculas de
transduccion de senal hacia el nucleo celular actian como oncoproteinas. En contraste,
los genes supresores de tumor producen proteinas que al inhibirse favorecen la progresion
del cancer. La desregulacion en la expresion de estas moléculas conlleva a una
desorganizacion en los puntos de control del ciclo celular, de las vias sefalizacion de
retroalimentacion negativa y de los mecanismos encargados de reparar el DNA

induciendo asi la proliferacion celular (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 2. Proliferacion de células de cancer. Las células en color verde representan células normales y
las células en color café a las células tumorales. La actividad de proliferacion de células normales y
tumorales es impulsada por una red compleja de sefializaciéon basada en interacciones de proteinas.
Alteraciones en estas vias de regulacion conllevan al crecimiento descontrolado de células favoreciendo
la induccion de tumores (Aibar et. al, 2010).

Conforme las células normales evolucionan a un estado neoplasico, van adquiriendo
caracteristicas que las vuelven tumorigénicas y finalmente malignas (Hanahan y
Weinberg, 2000). En células de cancer los miRNAs se encuentran usualmente
desregulados y pueden actuar como oncogenes o supresores de tumor. Por ello, el estudio
de los miRNAs ha sido de gran interés para la identificacion de nuevos blancos y
estrategias terapéuticas en diversos tipos de cancer entre los que se encuentra el de mama,

que ocupa el primer lugar en incidencia en mujeres a nivel mundial.

2.3 Cancer de mama

El cancer de mama se define como aquel cancer que se origina en los tejidos de la mama.
Se puede presentar un carcinoma ductal, que comienza en el revestimiento de los
conductos delgados que se encargan de transportar leche de los lobulillos hacia el pezon
o bien un carcinoma lobulillar, que se forma en los lobulillos (glandulas lacteas) de la
mama. Este puede evolucionar hasta diseminarse desde el sitio en el que se origind
(conductos de la mama o lobulillos) hasta el tejido normal circundante (NCI, 2018). De
acuerdo con estadisticas mundiales en el 2020 se reportaron 2.2 millones de nuevos casos
de cancer de mama (GLOBOCAN, 2020). Mientras que en México en ese mismo afio se

detectaron 29,929 (INEGI, 2020).

La clasificacion del cancer de mama se basa en el grado de invasion o diseminacion al

momento de realizar el diagndstico, esta informacion es importante al momento de
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seleccionar la estrategia terapéutica a seguir (Sanchez, 2013). Existen diversos sistemas
de clasificacion del cancer mamario entre los que se encuentra la clasificacion histologica,

el sistema de estadificacion del cancer TNM vy la clasificacion molecular.
2.3.1 Clasificacion histologica del cancer de mama

Se denomina ‘“carcinoma” a aquel cancer derivado de células epiteliales, que se
encuentran cubriendo las glandulas y ductos de las mamas, la gran mayoria de las
neoplasias en las mamas pertenecen a la categoria de carcinomas. La distincidén entre
células benignas y malignas es que estas ultimas presentan una actividad invasiva. Todos
los carcinomas de la mama independientemente de si son o no invasivos, se clasifican en
base a sus caracteristicas histologicas y citologicas. Algunas de estas caracteristicas son:
sitio donde apareci0, tamafo, consistencia, forma, color, relacion con la mama adyacente,
asi como las estructuras extramamarias, y el nimero de sitios con apariencia maligna

(Costa, 2014).

El carcinoma in situ son células epiteliales de actividad anormal que no han podido
invadir tejidos circundantes, pero que morfologicamente presentan caracteristicas
similares a las células invasivas. Recientemente, se ha sugerido que la transicion de tejido
normal a carcinoma in situ 'y finalmente a carcinoma invasivo comprende varios cambios
a nivel molecular mucho mas complejos de lo que se puede apreciar en un microscopio
(Ibarra, 2014). Adicionalmente, se ha observado que no en todos los casos los pacientes
con carcinoma in situ evolucionan a carcinoma invasivo, incluso cuando no se han
recibido terapia. El cancer de mama se puede clasificar como carcinoma in situ y
carcinoma invasivo o infiltrante. El carcinoma in sifu a su vez, se subclasifica en lobular
y ductal. Este Gltimo se origina en las células de los ductos de la mama y presenta mayor
incidencia que el carcinoma lobular in situ, el cual inicia en los l6bulos (Ibarra, 2014).
Por otro lado, el carcinoma ductal invasivo tiene su origen en el conducto lacteo, pero se

disemina en el tejido normal adyacente dentro de la mama (Reynoso, 2013).
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2.3.2 Clasificacion Tamaiio-Nodos-Metastasis (TNM) del cancer de mama

El sistema TNM clasifica a este tipo de cancer por etapas, basandose en el tamafio del
tumor (T), en su extension hacia ganglios linfaticos o nodos (N) y en su capacidad de

metastatizar o diseminarse hacia otros 6rganos y tejidos (M) (Santaballa, 2017).

La categoria T (tamafio) se refiere al tumor original (primario):
TX: Indica que no se puede medir o no se encuentra el tumor.
TO: Refiere que no hay evidencia de que exista un tumor primario.

Tis: Significa que el cancer es "in situ"

T1: El tumor tiene un tamafo de 20 milimetros (mm) o menos. Es decir, menor a una

pulgada. Este estadio se clasifica en 4 subestadios de acuerdo al tamafio tumoral:

T'lmi: Tumor con un tamario <1 mm.
Tla: Tumor con tamainio >I mm, pero <5 mm
T1b: Tumor con tamaiio >5 mm y <I0 mm

Tlc: Tumor con un tamario >10 mm y <20 mm

T2: el tumor tiene un tamafo >20 mm, pero <50 mm.
T3: el tumor tiene un tamano >50 mm.

T4: el tumor pasa a clasificarse en alguno de los siguientes grupos:

T4a: El tamario del tumor se encuentra afectando la pared tordcica.
T4b: El tamario del tumor ha afectado hasta la piel.
T4c: El tamanio del tumor ha afectado tanto la pared toracica como la piel.

T4d: El cancer es del tipo inflamatorio (ASCO, 2019)

La categoria N (dafo en los ganglios linfaticos o nédulos) menciona si el cancer ha

alcanzado los nddulos 0 glanglios linfaticos cercanos:

NX: No se puede medir o encuentrar el tumor en los ganglios.
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NO: Indica que no hay cancer en los ganglios linfaticos cercanos.
N1, N2, N3: dependen de la cantidad de ganglios linfaticos comprometidos y el nivel de
cancer. Entre mas alto sea el numero de ganglios afectados (nimero G) mayor sera el

nivel de afectacion. (ASCO, 2019)

La categoria M (metastasis) indica si el cancer se ha extendido o no hacia otros 6rganos
o tejidos

MX: No se puede o medir o encontrar metastasis.
MO: No hay metastasis distal.
M1: Hay metéstasis distal. (ASCO, 2019)

2.3.3 Clasificacion molecular del cancer de mama

La clasificacion molecular propone cuatro subtipos, esto de acuerdo a la presencia del
receptor hormonal estrogeno (RE), el receptor hormonal progesterona (RP), el oncogén
HER?2 y los niveles de ki-67, un gen relacionado con la proliferacion celular. Dichos
subtipos se conocen como: Luminal A (receptores hormonales positivos, HER2 negativo,
bajo ki-67), Luminal B (receptores hormonales positivos, HER2 negativo, alto ki-67),
HER2 (positivo para HER2 sin importar el estatus de los receptores hormonales) y
finalmente el subtipo basal like que puede llegar a confundirse con el término triple
negativo, sin embargo se ha demostrado que un 14% de los tumores de este subtipo
pueden llegar a ser positivos para marcadores hormonales y HER2, mientras que el 44%
de los tumores triple negativos no presentan expresion de ninguno de los tres marcadores

(Olaya Guzman, 2010).

Determinar el subtipo permite en muchos casos predecir la evolucion clinica y la eleccion
del mejor tratamiento. Por ejemplo, el subtipo luminal A tiene el mejor prondstico pues
reacciona favorablemente a las terapias endocrinas, el tipo luminal B es menos responsivo
que el subtipo A. El subtipo HER2 responde favorablemente a terapias dirigidas a HER2
(Koh y Kim, 2018), y finalmente el subtipo parecido al basal (basal like) considerado un
reto clinico por su agresividad, alta tasa de recaida e incidencia en mujeres jovenes
presenta mayores limitaciones terapéuticas en comparacion con los otros subtipos y por

ende el peor pronostico (Toft, 2021). Esta clasificacion, en conjunto con la clasificacion
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histologica y el estadio del cancer, permite ofrecer al paciente un mejor diagnostico,

prondstico y tratamiento.

2.3.4 Tratamientos en cancer de mama

Aunque la cirugia es el tratamiento primario en las etapas tempranas del cancer de mama,
existen otras herramientas terapéuticas como la quimioterapia, radioterapia y terapia
hormonal, las cuales han aumentado significativamente la tasa de sobrevida (Siegel et al.,
2018). En las etapas tardias de la enfermedad (etapa IV), la quimioterapia y la radioterapia

son los principales tratamientos, en conjunto con la terapia hormonal (Rossi et al., 2013).

Sin embargo, en los ultimos 60 afios, se han realizado descubrimientos en biologia
molecular, inmunologia y virologia que han dado paso al desarrollo de nuevas terapias
que complementen a las ya existentes en cancer. Recientemente, los miRNAs han ganado
importancia como herramientas terapéuticas y de prognosis del cancer, debido a esto se
han propuesto diferentes enfoques para manipular su expresion, dos maneras en las que
una terapia basada en miRNAs puede ser usada como tratamiento anticancer son 1)
antagonizando miRNAs oncogénicos que se encuentran sobreexpresados por medio de
oligonucleoétidos (inhibidores de miRNAs) que prevengan la interaccion con su RNAm
blanco 2) aumentando la accion de miRNAs con actividad de supresores de tumor

mediante el uso de imitadores de miRNA (mimics) (Mandujano et al., 2018).
2.4 MiRNAs en la proliferacion del cancer de mama

Como se ha mencionado anteriormente, los miRNAs poseen la capacidad de regular
cientos de genes simultaneamente. Investigaciones anteriores los han reconocido como
importantes modulares de vias celulares relacionadas a cancer (Garofalo et al, 2011). Por
lo tanto, no es de extrafiarse que sean candidatos atractivos para su estudio en la

progresion de cancer de mama.

En 2005 Iorio et. al, reportaron que la expresion de miRNAs se encuentra alterada en
pacientes con cancer mamario y demostraron que los miRNAs 10b, 125b y 145 actian
como supresores de tumor. Mientras que el miR-21 y miR-155 presentan actividad de

oncogenes (lorio et al., 2005). A partir de este descubrimiento se han publicado
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numerosas investigaciones mostrando la participacion de diferentes miRNAs en la
proliferacion del cancer de mama. Por ejemplo, se ha reportado que la sobreexpresion de
miR-497 en células de cancer de mama induce arresto celular en fase Gl mediante
desregulacion de la ciclina E1 (Luo ef al, 2013). Por otra parte, se ha observado que la
subexpresion del miR-497 en muestras de suero de pacientes con cancer mmario RE- se
relaciona con una mejor supervivencia, mientras que una alta expresion en el subtipo
HER2+ es un indicador para un mejor pronodstico (Han et al/, 2016) También se ha
reportado que miRNAs como miR-26b, miR-107 y miembros del cluster miR-195/425
participan en la proliferacion celular, formacion de colonias, arresto celular GO/G1 y
apoptosis mediante la desregulacion de diversos “reguladores maestros” como ciclina E1,
CDK8 y MCL-1 (Di Leva et al, 2013). MiR-199b-5p interfiere en la proliferacion
mediante la regulacion de genes especificos, importantes en vias de sefializacion
proliferativas como el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2),
la subunidad gamma 1 de laminina (LAMCI1), la quinasa 3 de linaje mixto (MLK3) (Yoo
et al, 2014). La sobreexpresion del cluster miR-221/222 en células de subtipo “basal-like”
altamente invasivas contribuye como un importante promotor de la proliferacion a través
de la desregulacion de diversos factores supresores de tumor y transductores de sefial
como SOCSI1, STATSA, CDKNI1B y PTEN/Akt (Li et al, 2016). En 2017 se encontrd
que la desregulacion de 33 miRNAs en los esferoides multicelulares de la linea MCF-7
estan relacionados con la regulacion de su proliferacion, en particular, bajos niveles del
miR-221 y altos niveles de miR-138, estan relacionados con la generacion de
subpoblaciones de células senescentes (Mandujano-Tinoco, 2017). MiR-27b puede tener
accion pro o antiproliferativa, dependiendo del tipo especifico de cancer, Chen y
colaboradores encontraron que los niveles de miR-27b disminuyeron en los tejidos del
cancer de mama, y su regulacion a la alta inhibi6 significativamente la proliferacion y
promovid la apoptosis mediante la subexpresion de sus genes blanco, como CBLB y

GRB2, que inactivan las vias de sefializacion MAPK/Erk y PI3K/Akt (Chen et a/, 2018).
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La participacion de estos y otros miRNAs en las marcas distintivas del cancer de mama

como proliferacién, migracion, invasion y angiogénesis se esquematizan en la figura 3.
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Figura 3. Participacion de los miRNAs en la progresion del cancer de mama. El triangulo representa
regulacion positiva, el cuadro representa regulacion negativa. Durante las primeras marcas del cancer
(proliferacion, resistencia a la muerte celular e inestabilidad gendmica) varios miRNAs se encuentran
desregulados, conforme avanza la carcinogénesis los miRNAs modulan la progresion de nuevas marcas
(metastasis y angiogénesis) Finalmente, cuando el cancer ha avanzado a sus etapas mas agresivas los
miRNAs participan activamente en la formacion del nuevo tumor (Mandujano et al, 2018).

La identificacion de miRNAs asociados a un mal prondstico o baja supervivencia en

cancer de mama, asi como la determinacion de la funcion, podria permitir conocer mejor

los mecanismos a través de los cuales, los miRNAs favorecen la progresion del cancer

mamario.

2.5 MiRNAs como blancos terapéuticos

Diversas investigaciones han identificado mas de 1,000 miRNAs en seres humanos, a

través de multiples experimentos y del uso de herramientas bioinformaticas (Liu et al,

2011). Una de las herramientas bioinformaticas utilizadas actualmente para la busqueda

de miRNAs como blancos terapéuticos es el TCGA (The Cancer Genome Atlas), la cual
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cataloga los cambios moleculares de importancia biologica responsables de la aparicion
de céancer, a través de mapas multidimensionales en 33 diferentes tipos de cdncer. Su base
de datos consta de 2.5 petabytes, los cuales describen el tejido tumoral y tejidos normales
emparejados de mas de 11,000 pacientes haciendo uso de la secuenciacion genémica por
varios métodos como OncoLnc, herramienta que explora correlaciones de supervivencia

y datos clinicos asociados a la expresion de mRNAs y miRNAs (NCI, 2019).

Nuestro laboratorio en colaboracion con el MD Anderson Cancer Center realizd un
analisis de expresion empleando la base de datos TCGA (The Cancer Genome Atlas). El
resultado nos permiti6 identificar al miR-660 como significativamente sobreexpresado
en muestras de tejido tumoral (Figura 4.A). Se encontré ademas que dicha sobreexpresion
esta relacionada con una baja supervivencia en pacientes con cancer mamario (Figura

4B).
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Figura 4. Expresion del miR-660 en muestras de tejido tumoral y normal mamario. La secuenciacion
de miRNAs se llevd a cabo a partir de muestras de tejido tumoral y tejido normal de la mama sana de
cada paciente (n=67). En las graficas se muestra la sobreexpresion del miRNA 660 (A) (p=0.0015) en
las muestras tumorales en comparacion con las normales. Las graficas de supervivencia global de
pacientes de cancer mamario muestran que una alta expresion (en rojo) del miR-660 (B) disminuye
significativamente la supervivencia de estos pacientes. La baja expresion (en negro) de los mismos
incrementa significativamente la supervivencia (Ivan, 2017).

En referencia a la actividad que presenta el miR-660 en la progresion del cancer, se ha
observado que participa como oncogén en leucemia mieloide cronica (Salati et al.,
2017), en cancer de pulmon presenta una actividad de represor tumoral a través de la via

miRNA-660-5p-MDM2-p53 (Borzi et al., 2017), en osteosarcoma inhibe la proliferacion
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e invasion con FOXO1 como blanco directo (Zhang et al., 2018), su inhibicion en cancer

renal favorece la proliferacion, invasion, migracion y apoptosis (Zhao et al, 2017).

En cancer de mama Krishman et al. reportaron que el miR-660 se encuentra
sobreexpresado en pacientes con cancer de mama (Krishman et, al 2015). Shen et. al.,
observaron que la inhibicion del miR-660 suprime la proliferacion, migracion e invasion,
y que ademas induce la apoptosis de las células de cancer de mama humano (RE+ MCF-
7) a través de la via miR-660-5p / TFCP2 / CDKN1A (Shen et. al, 2017). Se ha reportado
que CDKNT1A participa de forma crucial en el arresto del ciclo celular, proliferacion y la
inhibicion de la migracion (Abbas y Dutta, 2009) TCP2 lo regula directamente, el trabajo
propone a miR-660 como regulador de CDKNT1A a través de TCP2. Sin embargo, algunos
de los resultados obtenidos requieren ser analizados con mayor detalle para llegar a una
adecuada conclusion ya que no se realizo la validacion de la participacion de TFCP2 y
p21 en cada uno de los procesos de proliferacion, migracién e invasion, la cual es
necesaria para poder concluir que es a través de p21 que el miRNA 660 induce a estos

tres procesos en las células de cancer de mama MCF-7 (RE+).

Peng et al, reporta que miR-660 promueve la progresion del cancer de mama en las lineas
celulares MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-) (Peng et.al, 2020). través de la
modulaciéon de TET2 y la via PI3K/AKT/mTOR, sefializacién implicada en la
modulacion de la proliferacion, invasion y migracion, dicha via se ha encontrado mutada
en cancer de mama (Guerrero et al, 2016). Sin embargo, como se menciond en secciones
anteriores un solo miRNA es capaz de regular diversos blancos. Por lo que, en este

proyecto nos propusimos determinar el papel del miR-660 en la proliferacion,
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3. JUSTIFICACION

El andlisis en la base de datos del TCGA sobre la expresion de miRNAs en cancer
mamario nos permitio seleccionar al miR-660 como un posible miRNA implicado en la
progresion de la enfermedad, al encontrarse significativamente sobreexpresado y
asociado a una baja supervivencia en los pacientes con cancer mamario. Recientemente,
se ha reportado que el miR-660 induce proliferacion, a través de la via miR-660/
TFCP2/CDKNI1A en células de cancer de mama MCF-7 (RE+) y miR-660/TET2/
PI3K/AKT/mTOR en MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-). Sin embargo, un solo
miRNA es capaz de regular diversos blancos y vias de sefalizacion simultaneamente, por
lo que, al formar parte de un proyecto mas amplio y completo, nuestra investigacion,
permitird identificar nuevos blancos y vias especificas del miR-660 asociados a la
proliferaciéon del cancer mamario RE+ y RE-, ampliando lo ya reportado hasta el

momento del miR-660 en cancer de mama.
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4. HIPOTESIS

La sobreexpresion del miR-660 favorece la proliferacion de las células de céancer de

mama RE+ (MCF-7) y RE- (MDA-MB-231).
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto funcional del miR-660 en la proliferacion del cancer mamario RE+

y RE-.

6. OBJETIVO ESPECIFICOS

Analizar los niveles basales del miR-660 en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7 (RE+)
y MDA-MB-231 (RE-).

Determinar el efecto del miR-660 en la proliferacion del cancer de mama RE+ y RE-.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Estrategia Experimental

Analizar los niveles basales del miR-660 en las . . . +s
° lineas celulares MCF-10A, MCF-T7 (RE+) y MDA-MB- ° Determlna(rj ell efecto Zel me-6(|>?[]Ein l;:rollferacwn
231 (RE-). el cancer de mama y RE-.
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()] v" MCF-10A MDA-MD-231 0
Cultivo Celular Cultivo Celular

gRT-PCR e

Analisis Estadistico

7.2 Cultivo celular

Se realizo el cultivo de las células de cancer de mama MCF-7 (RE+) obtenida de la ATCC
y MDA-MB-231 (RE-) facilitada por la Dra. Rocio Ortiz Lopez, ambas lineas fueron
mantenidas en medio DMEM (Sigma Aldrich), adicionado con suero fetal bovino al 10%
(Invitrogen, Waltham) y penicilina/estreptomicina al 1% (Invitrogen, Waltham). La linea
epitelial no tumorigénica MCF-10A fue amablemente donada a nuestro laboratorio por el
Dr. Oscar Ratl Fajardo Ramirez y fue cultivada en medio MEBM (Lonza, Valais)
adicionado con 2 ml de extracto de pituituaria bovina (BPE), 0.5 ml de factor de
crecimiento epidermal humano (hEGF), 0.5 ml de insulina, 0.5 ml de hidrocortisona, 0.5
ml de gentamicina-anfoteicina B y 50 ul de toxina del célera. Las condiciones de cultivo
para todas las lineas celulares empleadas fueron una temperatura de 37 °C en una

atmosfera de 95% oxigeno y 5% COax.
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7.3 Extraccion de RNA de las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (RE+) y
MDA-MB-231 (RE-) y la linea control MCF-10A.

Se realiz6 la extraccion de RNA de tres muestras biologicas de las células de cancer de
mama MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-) y la linea control no tumorigénica MCF-
10A empleando el kit de extraccion miRNeasy Mini Kit™ (Qiagen,Venlo), siguiendo el
protocolo del fabricante y empleando un pellet de 800,000 a 1 millén de células por
extraccion. Una vez obtenido el RNA se procedi6 a cuantificar el contenido de RNAs
pequeiios con el kit microRNA Assay Kit™ (Invitrogen,Waltham) en el equipo Qubit
4.0™ (Thermo Scientific, Wilmington). Las muestras de RNA fueron almacenadas a una

temperatura de -80°C hasta su uso.
7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (QRT-PCR)

Para llevar a cabo la determinacion de los niveles basales del miR-660 en las células de
cancer de mama y la linea control se procedid a realizar la técnica de qRT-PCR
comenzando por la sintesis de cDNA empleando el MystiCq microRNA cDNA Synthesis
Mix (Merck, Darmstadt) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, los
componentes del kit se centrifugaron y descongelaron para llevar a cabo la preparacion

de la siguiente mezcla de sintesis:

Tabla 1. Mezcla de reaccién para primer paso de sintesis de cDNA

Componente Volumen
Buffer de cola de poly(A) (5x) 2 uL
RNA pL necesarios para afiadir
834 ng de RNA
Agua libre de RNAsas pL necesarios para ajustar a

volumen final

Poly (A) polymerasa 1 uL

Volumen final 10 pL
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Esta mezcla se dejo incubar por 60 minutos a 37 °C, seguido de 5 minutos a 70 °C.
Después, se afiadieron los siguientes reactivos para completar la reaccion de sintesis de

cDNA.

Tabla 2. Mezcla de reaccion para segundo paso de sintesis de cDNA

Componente Volumen
MicroRNA cDNA reaction mix 9 uL
Reaccion paso 1 10 uL
gScrpt Reverse Transcriptase 1 uL
Volumen Final 20 uL

Esta reaccion se dejo incubar por 20 minutos a 42 °C seguido de 5 minutos a 8.5°C.

Una vez completada la sintesis de cDNA se procedi6 al analisis por qRT-PCR empleando
el kit MystiCq microRNA SYBR Green qPCR Ready Mix (Merck, Darmstadt) afiadiendo

para cada reaccion los siguientes componentes:

Tabla 3. Mezcla de reaccion para analisis qRT-PCR

Componente Volumen
PerfeCta SYBR Green SuperMix (2X) 25 uL
Primers (10uM) 1 uL
PerfeCta Universal PCR Primer (10uM) 1 uL
MicroRNA cDNA 1 uL
Agua libre de nucleasas 22 uL
Volumen Final 50 uL

Las condiciones de la reaccion de qRT-PCR se describen a continuacion:

Pre-incubacion/activacion: 95°C, 2 minutos
PCR (40 ciclos)
Desnaturalizacion: 95°C, 5 segundos

Alineamiento: 60°C, 30 segundos
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El andlisis de los datos se realizé empleando el método comparativo cycle threshold (2

AACT) ' (Livak y Schmittgen, 2001)

7.5 Transfeccion de las lineas celulares de ciAncer de mama en placa de 96 pozos

Para la transfeccion de las células con el inhibidor del miR-660 y su respectivo control
negativo, preparamos alicuotas de 10 uM del inhibidor y del control, tomando 5 pL de la
solucion stock (100 uM) y afiadiendo 45 pL. de agua nanopura. Por cada pozo se empled
un volumen de 98.5 pL de medio bajo en suero Optimem™ (Gibco, Waltham), se
afiadieron 0.5 pL del inhibidor del miR-660 [10 uM] para una concentracién final de 50
nM en un volumen de 100 pL, finalmente se agreg6 1 pL de agente de transfeccion
Hiperfect™ (Qiagen,Venlo) para una relaciéon 1:2 del inhibidor del mirna y el agente de

transfeccion.

Se dejo incubar por un periodo de 20 minutos a temperatura ambiente, para permitir la
formacion de los complejos de transfeccion. Después de 24 horas, se retird la solucion de
transfeccion de los pozos y se reemplazd con 100 pL. de medio DMEM con 10% de suero

fetal bovino y 1% antibiotico.

7.6 Eficiencia de transfeccion

En placas de 6 pozos se sembraron 90,000 células/pozo de la linea MDA-MB-231 en
medio DMEM con 10% SFB y 1% antibidtico. Al cabo de 24 h se siguid el protocolo de
transfeccion descrito en la seccion 7.4 adaptando los volimenes a placa de 6 pozos, donde
por cada pozo se empled un volumen de 1,970 uL de medio Optimem (Gibco, Waltham),
después se afiadieron 10 uL del inhibidor y/o control negativo del miR-660 [10 uM] para
una concentracion final de 50 nM en un volumen 2,000 pL, finalmente se agregaron 20
pL de agente de transfeccion Hiperfect (Qiagen,Venlo), respetando la relacion 1:2. Se
dejo incubar por un periodo de 20 minutos a temperatura ambiente, para permitir la
formacion de los complejos de transfeccion. Después de 24 horas, se retird la solucion de
transfeccion de los pozos y se reemplaz6 con 2,000 pL de medio DMEM con suero fetal

bovino al 10% y antibidtico al 1%.
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Después de 48 h se realizo la extraccion de todos los pozos empleando el kit de extraccion
miRNeasy Mini Kit™ (Qiagen,Venlo) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, una
vez obtenido el RNA se procedi6 a la sintesis de cDNA con el kit MystiCq microRNA
cDNA Synthesis Mix (Merck, Darmstadt) seguido de la cuantificacién por qRT PCR con
el kit MystiCq microRNA SYBR Green qPCR Ready Mix (Merck, Darmstadt) ambos
pasos siguieron el protocolo descrito en la seccion 7.5. Todas las determinaciones se

llevaron a cabo por triplicado.

7.7 Ensayo de proliferacion

Para determinar el efecto que el miR-660 presenta en la proliferacion de las células de
cancer de mama RE+ y RE-, realizamos ensayos de proliferacion con MTS en placas de
96 pozos. Primeramente, sembramos 8,000 células MCF-7/pozo y 7,000 células MDA-
MB-231/pozo, en medio DMEM con 10% SFB y 1% antibidtico. Al dia siguiente, se
realiz6 la transfeccion de las células (70% de confluencia), como se describio
anteriormente en la seccion 7.4. Setenta y dos horas después, se anadieron 10 pL del
reactivo MTS (Abcam, Cambridge) por pozo. Las placas de la linea MDA-MB-231 (RE-
) se incubaron por 2 horas y las de MCF-7 (RE+) por 2 h 15 m, después de este tiempo
se procedio a la lectura de las placas a una longitud de onda de 490 nm, de acuerdo con

las indicaciones del fabricante.

Para ambas lineas se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento y el ensayo se realizéd
por triplicado. Para evitar la evaporacion del medio de cultivo en los pozos de tratamiento
se agregaron 200 pul de medio DMEM en la periferia de la placa, ademas colocamos 100

ul de medio en 4 pozos como blanco, como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Esquema de la placa de 96 pozos para el ensayo de MTS. Se muestra el acomodo de las células
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no tratadas, células transfectadas con el inhibidor del miR-660 y/o control negativo, medio DMEM como

blanco y finalmente el medio en la periferia de la placa.

7.8 Analisis Estadisticos.

Para la determinacion de los niveles basales del miR-660 y eficiencia de la transfeccion
se realiz6 la prueba de normalizacion de datos Shapiro Wilks, los datos presentaban una
distribucion normal por lo que se realizaron pruebas de ANOVA de una via y de
comparacion multiple de Dunnett. Para el analisis de la viabilidad celular con respecto a
las células no tratadas se realizaron pruebas de normalizacion de datos Shapiro Wilks, los
datos se comportaron de manera normal, se procedio a realizar un analisis ANOVA de

una via y comparacion multiple de Dunnett empleando el software estadistico Graph Pad
8.
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8. RESULTADOS
8.1 Cuantificacion de miRNAs
Una vez completada la extraccion se procedio a determinar la concentracion de miRNAs
pequenos en las muestras de las tres lineas celulares que se utilizaron en el presente
proyecto (MCF-7 (RE+), MDA-MB-231 (RE-) y MCF-10%, empleando el flurémetro
Qubit 4.0™ (Thermo Scientific, Wilmington). Las muestras con mayor concentracion de
miRNAs fueron las de MCF-7 seguida de MDA-MB-231 y finalmente el control MCEF-
10A, como se muestra en la tabla 4. Todas las muestras presentaron una concentracion

de miRNAs adecuada para ajustar a una concentracion de 834 ng para realizar la sintesis

de cDNA.

Tabla 4. Concentracion de RNAs pequeiios en las lineas

celulares de interés.

Lineas celulares

[miRINAS]
MCF-7 (RE+)

Muestra biologica 1 319 ng/ uL

Muestra bioldgica 2 317.3 ng/ uL
Muestra bioldgica 3 192.6 ng/ uL
MDA-MB-231 (RE-) [miRINAS]
Muestra biologica 1 219.9 ng/ uL
Muestra biologica 2 229.4 ng/ uL
Muestra bioldgica 3 547.4 ng/ uL
MCF-10A (Normal) [miRNASs]
Muestra bioldgica 1 124 ng/ uL
Muestra bioldgica 2 165 ng/ uL
Muestra bioldgica 3 213 ng/ uL

8.2 Determinacion de los niveles basales del miR-660 en las lineas celulares de

cancer de mama MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-).

Los niveles basales del miR-660 en muestras de RNA de las células MCF-7 (RE+) y
MDA-MB-231 (RE-) asi como la linea control MCF-10A se determinaron por medio de
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qRT-PCR y empleando el gen SNORD44 como control endogeno. Los ciclos de

amplificacion de cada una de las lineas celulares se muestran a continuacion:

Tabla 5. Ciclos de amplificacion en las lineas celulares de interés

Linea Celular miR-660 Ct SNORD44 Ct
MCF-7
1 24.204 16.389
24383 16.488
2 2382 16.362
23.77 16.417
3 23.777 16.417
23.583 16.362
MDA-MB-231
1 27.383 16.688
27.465 16.768
2 27.111 16.716
27.343 17.063
3 27.501 16.922
27.568 16.951
MCF-10
1 2941 16.692
29.533 16.264
2 29458 16.433
29468 16.679
3 29.283 16.404
28.804 16.584

Como se observa en la figura 6 y de acuerdo con el andlisis estadistico existe una
sobreexpresion altamente significativa (***, p=0.0002) del miR-660 en la linea celular
MCF-7 (RE+) con respecto al control no tumorigénico MCF-10A. De igual manera hay
una sobreexpresion altamente significativa (***, p=0.0005) en la linea MDA-MB-
231(RE-) en comparacién con las células control. Ademads, se observa una expresion
altamente significativa (***, p=0.0003) del miR-660 en la linea MCF-7 comparada con
las células triple negativas. Nuestros resultados muestran que el miR-660 esta

sobreexpresado en las células de cancer mamario RE+ y RE-.
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Figura 6. Niveles basales del miR-660 en las lineas de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231y las
células control MCF-10A. El miR-660 se encuentra sobreexpresado en la linea celular MCF-7 (***,
p=0.0002) y MDA-MB-231 (***, p=0.0005) con respecto a las células control MCF-10A. Existe una
diferencia altamente significativa (¥**, p=0.0003) de expresion del miR-660 en la linea RE+ en

comparacion con RE-.

8.3 Eficiencia de la transfeccion en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-

231 (RE-).

Para determinar si podriamos utilizar la relacién 1:2 (inhibidor:agente de transfeccion)
para llevar a cabo la transfeccion de lineas celulares, decidimos realizar una qRT-PCR
empleando las células MDA-MB-231(RE-) no tratadas y tratadas con el agente de

transfeccion (Hiperfect).

Nuestro analisis estadistico muestra que no existe una diferencia significativa entre los

dos tratamientos (Figura 7), por lo tanto, la relacion seleccionada no presenta efecto
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toxico sobre nuestras células y es seguro emplearla en la transfeccion celular para

nuestros ensayos de proliferacion.

2.51 NS

2.0 4

1.5

1.0

0.5

0.0- T
NT Células + Hiperfect

Expresion relativa del miR-660
(SNORD44)

Figura 7. Niveles de expresion del miR-660 en la linea celular MDA-MB-231 a las 48 h de incubacion.
No existe diferencia significativa (NS) entre las células no tratadas (NT) y las células tratadas con Hiperfect

(células + Hiperfect).

Para determinar si la transfeccion del inhibidor de miR-660 efectivamente disminuy6 la
expresion de nuestro miRNA de interés, llevamos a cabo su cuantificacion por medio de

qRT-PCR.

De acuerdo con el analisis estadistico y como se observa en la figura 8 existe una
disminucion significativa de la expresion del miR-660 (™, p=0.0078) en células RE (-)
48 horas después de la transfeccion con su inhibidor esto en comparacion con células
transfectadas con el control negativo, esto corresponde a un 90% de inhibicion de la
expresion respecto al control negativo (Figura 8) cuyo blanco es seleccionado de manera
aleatoria, por lo tanto no interviene en la expresion del miR-660 y es ideal para realizar
futuros ensayos. Se realizaron tres repeticiones de cada muestra y el ensayo se llevo a

cabo por triplicado.

De acuerdo con nuestros resultados, la transfeccién con el inhibidor del miR-660
disminuye efectivamente la expresion mostrando buena especificidad contra nuestro

miRNA de interés.
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Figura 8. Niveles de expresion del miR-660 en la linea celular MDA-MB-231 48 horas después de la
transfeccion con el inhibidor de dicho miRNA. La expresion del miR-660 se encuentra
significativamente disminuida (**, p=0.0078) con respecto a las células transfectadas con el control

negativo.

8.4 Determinacion del efecto del miR-660 en la proliferacion de lineas celulares de

cancer de mama MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-)

Para determinar el papel que juega el miR-660 sobre la proliferacion de las células MCF-
7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-), se trataron estas lineas celulares con un inhibidor
especifico del miR-660 y su respectivo control negativo, al cabo de 24, 48 y 72 horas de
incubacion después de la transfeccion, se afiadio reactivo MTS y se midi6 la viabilidad

celular.
8.4.1 Linea celular MCF-7 (RE+)

En la linea celular MCF-7 (RE+) como se muestra en la figura 9 se puede observar que
la confluencia de las células a las 24 h es similar en los pozos de los tres tratamientos, por
otro lado, a las 48 y 72 horas hay una disminucion de la confluencia en los pozos tratadas
con inhibidor en comparacion con las c€lulas no tratadas y el control negativo. En los tres
tiempos no se observa diferencia significativa entre las células no tratadas y el control

negativo.

De acuerdo con el andlisis estadistico, a las 24 horas después de la transfeccion no se

observa una disminucion significativa de la viabilidad celular, sin embargo, el inhibidor
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del miR-660 disminuyo la viabilidad celular de forma significativa y tiempo-dependiente
alas 48 (p=0.0127) y 72 horas (p=<0.0001) en comparacion con las células no tratadas
y el control negativo. Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion del miR-660

induce un aumento en la proliferacion de las células MCF-7.

48 h 72 h

NO
TRATADAS

CONTROL
NEGATIVO

INHIBIDOR .

miR-660

150+ NS 150- * 150 Hekedke
g * dede ke
2 1004 — 100 | l 100 -
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Figura 9. Efecto del miR-660 sobre la proliferacion de la linea celular MCF-7 (RE+). La linea celular
MCF-7 fue incubada por 24,48 y 72h bajo el siguiente esquema de tratamiento: células no tratadas (NT),
células transfectadas con un inhibidor del miR-660 (INH) y células transfectadas con un control negativo
(CN) del inhibidor (fotografias tomadas bajo microscopio de luz objetivo 10x). En 24 horas no se observo
disminucion significativa de la viabilidad celular, por otro lado, a las 48 y 72 h en las células transfectadas
con el inhibidor del miR-660 la viabilidad disminuyo6 de forma significativa en comparacion con las células
no tratadas (48 h *, p=0.0127, 72h *** p=<(0.0001) y tratadas con el control negativo (48 h *, p=0.0115,
72h *** p=<0.0001)
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8.4.2 Linea celular MDA-MB-231

Por otro lado, en la linea celular MDA-MB-231 (RE-) y de acuerdo con las fotografias
obtenidas a las 24, 48 y 72 h después de la transfecciéon observamos una confluencia
similar en los pozos pertenecientes a las células no tratadas y transfectadas con el control
negativo. En las células tratadas con inhibidor se observa una disminucion de la densidad

celular a las 24, 48 horas y 72 horas (Figura 10).

El anélisis estadistico muestra que el inhibidor del miR-660 redujo la viabilidad celular
de forma significativa y tiempo-dependiente a las 24 (***, p=<0.0001) A48 (***,

p=<0.0001) y 72 horas (***, p<(0.0001) en comparacion con los controles (Figura 10).

De acuerdo con nuestros resultados la sobreexpresion de miR-660 induce la proliferacion

de las células MDA-MB-231 (RE-).
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Figura 10. Efecto del inhibidor del miR-660 sobre la proliferacion de la linea celular MDA-MB-231
(RE-). La linea celular MDA-MB-231 (RE-) fue incubada 48, 24 y 72h bajo el siguiente esquema de
tratamiento: células no tratadas (NT), células transfectadas con un inhibidor del miR-660 (INH) y células
transfectadas con un control negativo (CN) del inhibidor (fotografias tomadas bajo microscopio de luz
objetivo 10x). En las células transfectadas con el inhibidor del miR-660 la viabilidad disminuy6 de foSrma
significativa a las 24 (¥***, p=< 0.0001), 48 (***, p=<0.0001) y 72 horas (***, p<0.0001) en comparacion
con las células no tratadas y el control negativo 24 h (***, p=< 0.0001), 48 h (***, p=<0.0001) y 72 horas
(***, p<0.0001).
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9. DISCUSION

En el presente trabajo encontramos que existe una sobreexpresion del miR-660 en las
células de cancer mamario de los subtipos RE+ (MCF-7) y RE- (MDA-MB-231) en
comparacion con las células control MCF-10A. Esta sobreexpresion es mayor en las
células del subtipo RE+. En los ensayos de proliferacion de ambas células se observéd que
la sobreexpresion del miR-660 induce proliferacion celular, teniendo un mayor efecto en

las células triple negativas.

En 2017 Shen y colaboradores reportaron que existe una sobreexpresion significativa del
miR-660 en las células MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion con el control CCD-
1095Sk una linea de fibroblastos normales de mama, no existe mencion del control
endogeno empleado en este trabajo. De acuerdo con Shen, MCF-7 presenta una mayor
sobreexpresion en comparacion con la linea triple negativa (Shen et al, 2017). Zhou et al
evaluaron un panel de células de cancer de mama empleando MCF-10A como control
normal y U6 como normalizador, reportando una expresion a la baja en las células MCF-
7 y MDA-MB-231 en comparacion con la linea control (Zhou et al, 2019).
Recientemente, Peng et al encontraron sobreexpresion del miR-660 en la linea celular
MCF-7 y MDA-MB-231 en su analisis, empleando MCF-10A como células control y U6
como normalizador, ademas observaron una mayor sobreexpresion en la linea RE+ vs
RE-, este perfil de expresion es similar a lo reportado por Shen et al en 2017 (Peng et al,

2020).

Los estudios mencionados anteriormente varian con nuestro estudio en el empleo del gen
normalizador utilizado, por otro lado, a excepcion de Shen et al en todos se empled MCF-
10A como control normal. En nuestro trabajo se seleccion6 como normalizador endogeno
primeramente el RNUG6 ya que de acuerdo con varios reportes es el gen de referencia mas
comun en estudios de niveles de expresion de miRNAs en lineas celulares (Benz et al,
2013), sin embargo, en nuestro andlisis encontramos que la expresion de este gen era
estable en las lineas de cancer de mama, pero presentaba variaciones de expresion en
nuestras lineas control MCF-10A. Lo cual contrasta con lo reportado por Zhou y Peng,
quienes emplearon RNU6 como normalizador. Sin embargo, el patron de expresion

encontrado en ambos articulos difiere a pesar de haber utilizado el mismo normalizador
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y las mismas lineas celulares. Existen algunos reportes que demuestran que el RNU6
puede comportarse de manera inestable en ciertas lineas celulares, tejidos y suero de
pacientes con cancer. En 2016, Andreassen et al, evaluaron 10 genes endogenos de
referencia y encontraron que RNUO6B presenta altas variaciones de valores Ct y
amplificaciones a ciclos fuera de rango a través de 6 lineas celulares entre ellas MCF-7 y

HeLa (Andreassen et al, 2016).

En otro reporte, se demostré que en las lineas celulares de cancer de prostata AR+,
LnCaP, 22RV1, y PC-3 RNUG6 es el gen de referencia menos estable (Zhao et al, 2018),
con resultados similares en tejido de carcinomas cervicales (Leitao et al, 2014). Los
niveles de U6 también se encuentran elevados en tejido de individuos con cancer de mama
en comparacion con su tejido adyacente sano, tanto en el carcinoma como en tejido
adyacente la expresion es mayor en células epiteliales que en células mesenquimales (Lou
et al, 2015) sugiriendo un nivel considerable de variabilidad de expresion de RNUG6 entre
diferentes tipos de células, este gen de referencia también se encuentra sobreexpresado

en el suero de pacientes con cancer mamario del subtipo RE+ y RE- (Hitesh, 2011).

Por lo anterior, decidimos emplear como control endogeno SNORD44 el cual se ha
empleado en analisis de expresion de miRNAs en células y tejidos de cancer. En un
reporte donde se evaluaron RNU6, Rrna5S, SNORD24 y SNORDA44 en estudios de
expresion en cancer de colon se encontrd que este ltimo mostro alta estabilidad entre las
lineas celulares de cancer de colon y sus contrapartes normales (Morata-Tarifa, 2017).
Sanders y colaboradores realizaron estudios de expresion de miR-39 en muestras de suero
de pacientes con cancer de prostata, vejiga, y renal, y encontraron que SNORD44 es el
gen mas estable para normalizar (Sanders et al, 2018). En nuestro trabajo, este gen
presentd una expresion estable en el panel completo de lineas celulares, cumpliendo las
caracteristicas de un buen gen endogeno por lo que se selecciond como normalizador de
nuestro andlisis de expresion, nuestro gen seleccionado difiere con el empleado en los
trabajos de Shen y Peng (RNU6), el perfil de expresion reportado en el presente trabajo
coincide con lo publicado por Peng y Shen, en el cual ambos subtipos moleculares se
encuentran significativamente sobreexpresados respecto al control y donde MCF-7 (+)

presenta mayores niveles de expresion que MDA-MB-231 (RE-), los resultados difieren
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por otro lado con el perfil reportado por Zhou, donde ambas lineas celulares se encuentran

expresadas a la baja.

Como se menciond con anterioridad, ademds del gen normalizador, la linea celular
elegida como control normal también puede ser una variable importante para considerar
en estudios de expresion de miRNAs. Shen y colaboradores emplearon la linea CCD-
1095Sk que pertenece a fibroblastos de una paciente con cancer de mama, mientras que
la linea MCF-10A empleada en nuestro analisis y en el estudio de Peng et al corresponde
a células epiteliales de mama no tumorigénicas. De acuerdo con un estudio de perfil de
expresion de lineas celulares de mama, MCF-10A presenta una baja correlacion de
expresion de genes relacionados con los perfiles de lineas tumorigénicas (Ross y Perou,
2015). También es el modelo normal méas comunmente utilizado, sus caracteristicas
moleculares conocidas incluyen el locus cromosdémico que contiene los genes pl6 y
pl4ARF, ambos criticos en la regulacion de la senescencia, y la amplificacion del gen
Myec (Soule et al, 1990), este perfil molecular asi como su dependencia en factores de
crecimiento y hormonas para su proliferacion es similar al exhibido por células epiteliales
normales, similitudes que la han convertido en el modelo ideal para el estudio del efecto
de diversos oncogenes (Debnat et a/,2002), por otro lado, los fibroblastos como parte del
estroma de células epiteliales de mama no presentan las mismas ventajas (Sadlonova et

al, 2005)

Nuestros antecedentes directos no reportan el nimero de pase empleado en ambas lineas
celulares, en la presente investigacion se utilizaron células con pases menores a 10 debido
a que diversos estudios reportan cambios en el fenotipo y genotipo de las células
conforme aumenta el nimero de pases, esto se debe a diversos factores de estrés en el
ambiente de cultivo, este fendmeno se observa particularmente en lineas celulares

inmortalizadas (Quintero-Ronderos, 2013).

En este trabajo también determinamos el efecto del miR-660 sobre la proliferacion de
lineas celulares de cancer de mama, donde observamos una disminucion significativa de
la proliferacion de las células MCF-7 y MDA-MB-231 al tratarlas con el inhibidor del
miR-660.
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En los ensayos de proliferacion de las células MCF-7 (RE+) y MDA-MB-231 (RE-)
transfectadas con un inhibidor del miR-660 observamos una disminucion de la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas después de la transfeccion en el caso del subtipo RE-, y a
las a las 48 y 72 horas en la linea celular RE+. Se evalu6 la confluencia celular en los
tiempos establecidos y se observo que eran consistentes con los andlisis estadisticos, es
decir se mostrd una disminucion de la confluencia en los pozos transfectados con
inhibidor. Nuestro antecedente directo Shen ef al reporta una disminucion de la
proliferacion en células MCF-7 (RE+) a partir de las 48 horas de incubacion después de
la transfeccion con el inhibidor del miR-660, este efecto se vuelve mas marcado a las 72
horas cuando se observa una disminucion de la viabilidad celular de aproximadamente
50% en comparacion con las células no tratadas y su respectivo control negativo (Shen et
al, 2017). En la misma linea celular Peng y colaboradores reportan una disminucion de la
viabilidad celular a las 24 h, sin embargo, esta no es significativa, por otro lado, a los
tiempos de 48 y 72 h observan una disminucion significativa (Peng et al, 2020). En
nuestro estudio el porcentaje de inhibicion celular en MCF-7 a 24 horas no es
estadisticamente significativo, sin embargo, a las 48 y 72 h se observo una disminucion

significativa de la viabilidad, lo cual es consistente con lo reportado por Peng.

Otro aspecto a considerar es que para todos nuestros ensayos de proliferacion se emple6
una concentracion del inhibidor de 50 nM, segun estudios, una concentracion mas alta a
50 nM puede ser toxicas para las células, esta concentracion es también ampliamente
utilizada en ensayos de inhibicion (Stenvang, et al, 2012), sin embargo, Shen y Peng no

reportan este importante dato.

Por otra parte, en la linea MDA-MB-231 a 24, 48 y 72 h de incubacion después de la
transfeccion observamos una disminucion de la viabilidad celular en los pozos tratados
con el inhibidor, de acuerdo con el anélisis estadistico los porcentajes de inhibicion con
respecto a los controles presentan la misma tendencia que lo reportado por Peng ef al, en
donde los tres tiempos presentan una disminucion significativa de la viabilidad celular.
Shen et al no reporta los efectos de la sobreexpresion de miR-660 en células RE- ya que

su estudio se enfoco en las células MCF-7 (RE+).
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En conclusiéon, nuestra investigacion muestra que el miR-660 se encuentra
significativamente sobreexpresado en las células de cancer de mama RE+ (MCF-7) y RE-
(MDA-MB-231), ademas demuestra que el miR-660 juega un papel muy importante en
la proliferacion de ambas lineas de cancer mamario al inducir dicho proceso. Al formar
parte de un proyecto mas amplio y completo, nuestros resultados permitiran identificar
nuevos blancos especificos del miR-660 asociados a la proliferacion del cdncer mamario
RE+ y RE- y determinar el mecanismo por el cual este miRNA y sus blancos inducen la
progresion de este tipo de cancer, para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
basadas en la modulacion de la expresion del miR-660, ampliando lo ya reportado hasta

el momento sobre la funcion de este miRNA en cancer de mama RE+ y RE-.
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10. CONCLUSIONES

Existe una sobreexpresion del miR-660 en las células MCF- 7 (RE+) y MDA-MB-231
(RE-).

Existe una mayor sobreexpresion de miR-660 en las células del subtipo RE+ en

comparacion con las del subtipo RE-.

La sobreexpresion del miR-660 induce la proliferacion en células de cancer de mama de

los subtipos RE+ y RE-
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11. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo ensayos de funcionalidad como migracion, invasion y angiogénesis, para

determinar el efecto del miR-660 en la progresion del cancer de mama RE+ y RE-.

Identificar nuevos blancos directos del miR-660 a través de los cuales induce la

progresion del cancer de mama RE+ y RE-.

Identificar las vias de sefalizacion del miR-660 a través de las cuales este miRNA y sus

blancos directos inducen la progresion del cancer de mama RE+y RE-.
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