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RESUMEN
Introduccion: A pesar de los avances en la deteccion y terapias disponibles contra el

cancer de mama (CaMa), sigue siendo el tipo de cadncer mas comdn en mujeres a nivel
mundial, por lo que nuevas alternativas terapéuticas y de diagndstico son necesarias. Los
microRNAs (miRNAs) desempefian un papel central en todos los tipos de cancer, incluido
el CaMa. EI miR-1307-3p se encuentra sobreexpresado en tejido tumoral de mujeres con
CaMa. Esta tesis tiene como objetivo determinar la actividad del miR-1307-3p en la
proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis del CaMa, asi como identificar posibles
blancos sobre los cuales actta el miR-1307-3p. Métodos: Se midieron los niveles basales
de miR-1307-3p en lineas celulares de CaMa MCF-7 y MDA-MB-231, asi como en las
celulas no tumorales MCF-10A, utilizando RT-gPCR. El efecto del miR-1307-3p en la
proliferacion, migracion e invasion de las células de CaMa se evalu6 transfectando las
células con un inhibidor del miR-1307-3p, mientras que el proceso de angiogénesis se
evalu6 en las células endoteliales HUVEC. Posteriormente, se realizd una busqueda
bioinformatica en nueve bases de datos para identificar potenciales blancos del miR-1307-
3p. La alteracion en la expresion de estos blancos a nivel transcripcional y
postranscripcional fue confirmada mediante RT-gPCR y Western blot, mientras que para
validar la interaccion entre el miR-1307-3p y el MRNA de PRM2 se empled un ensayo de
luciferasa dual. Resultados: Se encontrdé que el miR-1307-3p se encuentra
sobreexpresado en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion con MCF-10A. La
inhibicién del miR-1307-3p redujo los procesos de proliferacion, migracion, invasion y
angiogenesis, mientras que el analisis de las bases de datos revel6 17 posibles blancos del
miR-1307-3p. La RT-qPCR confirmé la sobreexpresion de PRM2 después de la
transfeccion con el inhibidor del miR-1307-3p. La variacion en los niveles proteinicos de
PRM2 se confirmo con Western blot y la interaccion entre el miR-1307-3p y PRM2 fue
validada con una prueba de luciferasa dual. Conclusiones: EI miR-1307-3p se encuentra
sobreexpresado en células de CaMa y promueve la proliferacion, migracion e invasion de
las células de CaMa, asi como la angiogénesis en células HUVEC. Ademas, PRM2 fue
identificado como un nuevo blanco del miR-1307-3p en CaMa. Como perspectivas se
tiene contemplado evaluar el efecto de inhibir PRM2 con siRNAs para ver su efecto en la

progresion del cancer de mama y escalar a un modelo murino.
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ABSTRACT
Introduction: Despite advances in detection and available therapies against breast cancer

(BC), it remains the most common type of cancer in women worldwide, thus new
therapeutic and diagnostic alternatives are necessary. MicroRNAs (miRNAs) play a
central role in all types of cancer, including BC, where the deregulation of these molecules
can favor the progression of this disease. MiR-1307-3p is overexpressed in tumor tissue
of women with BC compared to healthy tissue. This thesis aims to determine the activity
of miR-1307-3p in the proliferation, migration, invasion, and angiogenesis of BC, as well
as to identify possible targets on which miR-1307-3p acts. Methods: Baseline levels of
miR-1307-3p were measured in BC cell lines MCF-7 and MDA-MB-231, as well as in
non-tumoral mammary tissue cells MCF-10A, using RT-gPCR. The effect of miR-1307-
3p on proliferation, migration, and invasion in BC cells was evaluated by transfecting the
cells with a miR-1307-3p inhibitor, while the angiogenesis process was evaluated in
HUVEC endothelial cells. Subsequently, a bioinformatic search was performed in nine
databases to identify potential targets of miR-1307-3p. Alteration in the expression of
these targets at the transcriptional and post-transcriptional levels was confirmed by RT-
gPCR and Western blot, while the interaction between miR-1307-3p and PRM2 mRNA
was validated using a dual-luciferase assay. Results: It was found that miR-1307-3p is
overexpressed in the MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines compared to the MCF-10A cell
line. Inhibition of miR-1307-3p reduced the processes of proliferation, migration,
invasion, and angiogenesis, while database analysis revealed 17 possible targets of miR-
1307-3p. RT-gPCR confirmed the overexpression of PRM2 after transfection with the
miR-1307-3p inhibitor. The variation in protein levels of PRM2 was confirmed by
Western blot, and the interaction between miR-1307-3p and PRM2 was validated with a
dual-luciferase assay. Conclusions: miR-1307-3p is overexpressed in BC cells and
promotes proliferation, migration, and invasion, as well as angiogenesis in HUVEC cells.
Additionally, PRM2 was identified as a new target of miR-1307-3p in BC. As future
perspectives, it is planned to evaluate the effect of inhibiting PRM2 with siRNAs to

observe its impact on BC progression and to scale up to a murine model
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1. INTRODUCCION

A pesar de las mejoras en los métodos de diagndstico y terapia contra el CaMa, continla
siendo el tipo de cancer mas comun en mujeres a nivel global. En 2020 se detectaron mas
de 2.000.000 de casos nuevos y 600.000 defunciones, lo que afecta en gran medida la
economia de los sistemas de salud y la calidad de vida de las personas afectadas y sus
familias (Sung et al., 2021). Actualmente, existen diversos tratamientos para el manejo
del CaMa tales como la quimioterapia, radioterapia y cirugia, sin embargo, no ha sido
posible controlar la enfermedad en etapas avanzadas (Barzaman et al., 2020; Obidiro et
al., 2023). Lo anterior resalta la importancia de implementar otros enfoques terapéuticos
que pueden complementar los existentes, como la inmunoterapia y los microRNAs
(miRNASs) (Trayes & Cokenakes, 2021).

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificante (21-25 nucleotidos) que
pueden regular la expresion génica al interactuar con la region 3'UTR de un mRNA diana
a través del apareamiento de bases (Ha & Kim, 2014; Saliminejad et al., 2019). Multiples
evidencias muestran que la expresion de miRNASs en diversos tipos de cancer, incluido el
CaMa, esta desregulada, lo que se ha relacionado con la progresion de la enfermedad (Hill
& Tran, 2021; Shinde et al., 2023). Debido a que los miRNAs pueden actuar sobre
multiples blancos, la desregulacion de algunos puede conducir al desarrollo del CaMa
(Arun et al., 2022; Loh et al., 2019). Por ello, investigar el papel de los miRNAs y su
mecanismo en la progresion del CaMa es clave en la prevencion y en el desarrollo de

herramientas terapéuticas (Mufioz et al., 2023).

En CaMa, se han reportado multiples miRNAs desregulados, incluido el miR-1307-3p.
En 2016, se reportd que el miR-1307-3p esta aumentado en el suero de pacientes con
CaMa (Shimomura et al., 2016). En 2018, empleando herramientas bioinformaticas, se
describié una firma de miRNAs que puede usarse para predecir el estadio de CaMa en
pacientes, en la que también se encontrd al miR-1307-3p sobreexpresado (Sathipati & Ho,
2018). En 2019, un estudio logré mediante la transfeccién de un vector lentiviral
sobreexpresar el miR-1307-3p en la linea celular de tejido mamario MCF-10A, la cual no
es tumoral, y conseguir que adquiriera la capacidad de formar tumores en un modelo

murino a través de su interaccion con la metiltransferasa SMY D4 (Han et al., 2019). Estos

1



hallazgos sugieren que miR-1307-3p tiene actividad oncogénica y que promueve la
progresion del CaMa, sin embargo, los mecanismos y los blancos involucrados siguen
siendo poco conocidos. Por otra parte, existe un reporte que describe un papel contrario
del miR-1307 en CaMa, es decir un efecto de supresor tumoral, ya que un aumento en su
expresion, conduce a la sensibilizacion de las células de CaMa a la terapia con cisplatino
al regular a la baja Mdm4 (Wang & Zhu, 2018). Por lo tanto, es necesario evaluar en
profundidad el efecto de miR-1307-3p en la progresion del CaMa y ampliar el
conocimiento de su biologia en esta patologia, con el fin de determinar si desempefia un
papel como un MiRNA con actividad oncogénica (oncoMir) o como un miRNA con
actividad supresora tumoral (tsMir) (Khalife et al., 2020).

En esta tesis, identificamos la sobreexpresion de miR-1307-3p en lineas celulares de
CaMa en comparacion con ceélulas epiteliales de mama, y también encontramos que al
inhibir la expresion del miR-1307-3p, se inhiben los procesos de proliferacion, migracion,
invasion y angiogénesis en CaMa, reduciendo asi la proliferacion de esta patologia.
Finalmente, identificamos a PRM2 como un nuevo blando del miR-1307-3p, que no ha

sido reportado hasta el momento.



2. ANTECEDENTES
2.1 El descubrimiento de los MicroRNASs

Durante mucho tiempo, las investigaciones sobre la biologia del cancer se han centrado
en el RNA codificante, a pesar de que este representa solo un 2% del genoma humano.
Recientemente, se ha prestado atencion a una clase més abundante de moléculas, que
alcanza el 75%, conocidas como RNA no codificantes (ncRNA) (Slack & Chinnaiyan,
2019). Los ncRNA pueden dividirse en dos grandes clases: los ncRNA de mantenimiento
(housekeeping), que incluyen a los RNA ribosomales (rRNA), de transferencia (tRNA),
pequeiios nucleares (SNRNA) y pequefios nucleolares (snoRNA); y los ncRNA
reguladores, que incluyen a los ncRNA largos, como los largos no codificantes (INcCRNA)
y los circulares (circRNA), y los ncRNA cortos, entre los que se encuentran los RNA de
interferencia (SiIRNA), los asociados a Piwi (piRNA) y los microRNA (miRNA), en los

que nos enfocaremos (Loganathan & Doss, 2023)

El primer miRNA lin-4, fue descubierto en el nematodo Caenorhabditis elegans en el afio
de 1993 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993), revolucionando el campo de la biologia
molecular. A partir de ese momento se han identificado miRNAs en multiples organismos
y se ha observado que algunos se encuentran altamente conservados entre especies
(Friedlander et al., 2014).

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes, con un promedio de 22 nucleétidos de
longitud que se transcriben a partir de secuencias de DNA en transcritos primarios (pri-
miRNAS) los cuales a su vez son procesados para dar lugar a una molécula precursora
(pre-miRNAS) para después convertirse en un miRNA maduro. Los miRNAs interactian
comunmente con la regién 3"UTR de los mRNAs blanco para suprimir su expresion (Ha
& Kim, 2014; Saliminejad et al., 2019), aunque existen reportes de su interaccion con
otras regiones como: 5"UTR, secuencias codificantes y promotoras (Broughton et al.,
2016). En menor medida se ha observado que pueden activar la expresion de algunos

genes bajo ciertas condiciones (Vasudevan, 2012).

Los miRNAs se encuentran involucrados en una amplia gama de procesos bioldgicos, la

desregulacién en su expresion se ha asociado con diversas enfermedades humanas (Paul



et al., 2018). Ademas, pueden ser secretados en fluidos extracelulares, razon por la cual
pueden ser potenciales biomarcadores en un amplio rango de enfermedades y ser
mediadores en la comunicacion célula—célula (Vishnoi & Rani, 2023). Pero {Como se

forman estas interesantes moléculas?

2.2 Biogénesis y funcion de los MicroRNAs

La biogénesis de los miRNAs da inicio con el procesamiento de los transcritos por la RNA
polimerasa II/11l post o co-transcripcionalmente (Ha & Kim, 2014; Saliminejad et al.,
2019). Aproximadamente la mitad de todos los miRNAs identificados son intragénicos o
procesados a partir de intrones, relativamente pocos son procesados a partir de exones de
genes codificantes para proteinas, mientras que los restantes son intergénicos, transcritos
de manera independiente o regulados por sus propios promotores. La biogénesis de los

miRNAs se clasifica en canonica y no canonica (O’Brien et al., 2018).

2.3 Biogénesis candnica

La biogénesis canonica es la via dominante por la cual los miRNAs son procesados. En
ella los pri-miRNAs son transcritos a partir de sus genes y dan lugar a pre-miRNAS gracias
a la accion del complejo microprocesador, el cual se encuentra formado al menos por la
proteina de la region critica del sindrome de DiGeroge 8 (DGCRS8) y por la enzima
ribonucleasa 111 (Drosha) (Denli et al., 2004). DGCR8 reconoce al motivo GGAC que se
encuentra N6-metiladenilado y otros motivos dentro del pri-miRNA, mientras que Drosha
corta el pri-miRNA duplex en la base de su horquilla, dando lugar a la formacion de un
extremo que sobresale de 2 nt 3" en el pre-miRNA (Denli et al., 2004; Shang et al., 2023).
Una vez que el pre-miRNA es generado, es exportado al citoplasma por el complejo
exportina 5 (XPO5)/RanGTP y después procesado por la endonucleasa RNasa 11 (Dicer).
Este proceso involucra la eliminacion del lazo terminal, resultando en un miRNA duplex
maduro. La direccionalidad de la cadena del miRNA determina el nombre del miRNA
maduro, la cadena 5p surge a partir del extremo 5 de la horquilla del pre-miRNA mientras
que la 3p se origina del extremo 3". Ambas cadenas pueden ser cargadas en la familia de
proteinas Argonauta (AGO) (AGO1-4 en humanos) en una forma dependiente de ATP.
La seleccion de la cadena 5p o 3p se basa en la estabilidad termodindmica en el extremo

5" del miRNA duplex o por un nucleétido U5 en la posicion 1. Generalmente, la cadena
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con la menor estabilidad 5° 0 con el U es cargada en AGO y se le considera la cadena
guia. La otra cadena se denomina “pasajera” y sera desenrollada de la cadena guia a través
de varios mecanismos dependiendo de su grado de complementariedad. La cadena
pasajera del miRNA es cortada por AGO?2 y degradada por la maquinaria celular (O’Brien
et al., 2018; Shang et al., 2023).

2.4 Biogénesis no canodnica

Diversas vias no canonicas han sido descritas. Estas vias hacen uso de diferentes
combinaciones de proteinas involucradas en la via canonica como Drosha, Dicer,
exportina 5 y AGO2 (Bartel, 2018). En general, la biogénesis no candnica puede ser
agrupada en dos grupos: independiente de Drosha/DGCRS e independiente de Dicer. Los
pre-miRNAs independientes de Drosha/DGCRS8 se parecen a los sustratos de Dicer. Un
ejemplo de tales pre-miRNAs son los mirtrones, que son producidos a partir de los
intrones del mMRNA durante el splicing (Babiarz et al., 2008; Bartel, 2018). Otro ejemplo
son los pre-miRNA con caperuza 7-metilguanosina, los cuales son exportados al
citoplasma a través de la exportina 1 sin la necesidad de un corte por parte de Drosha.
Existe una fuerte preferencia por la cadena 3p, probablemente debido a que la caperuza
previene que la cadena 5p sea cargada en Argonauta (Xie et al., 2013). Por otra parte, los
miRNAs independientes de Dicer son procesados por Drosha a partir de transcritos
endogenos de RNA de horquilla corta (ShRNA). Estos pre-miRNAs requieren que AGO2
complete su maduracion dentro del citoplasma debido a que son de una longitud
insuficiente para ser sustratos de Dicer, promoviendo la carga del pre-miRNA completo
en AGO2 y un corte dependiente de AGO2 de la cadena 3p. Finalmente, el corte 3"-5" de
la cadena 5p completa su maduracion (O’Brien et al., 2018).

2.5 Mecanismo de accién de los microRNASs

Los miRNAs se unen principalmente a una secuencia especifica ubicada en la regién 3
UTR de sus mMRNAs blanco (region semilla) para inducir una represion de su expresion,
asi como una deadenilacion y eliminacion de la caperuza (Ipsaro & Joshua-Tor, 2015).
También se ha identificado la union de los miRNAs a otros sitios del mRNA, por ejemplo,

laregién 5" UTR, secuencias codificantes y promotores (Xu et al., 2014). La union de los



miRNAs a la region 5’UTR y regiones codificantes provoca el silenciamiento de la
expresion génica, mientras que la interaccion con el promotor puede inducir la
transcripcion (Brennan & Henshall, 2020; O’Brien et al., 2018).

El complejo de silenciamiento inducido por miRNA (miRISC) consiste en al menos la
cadena guiay AGO (Kawamata & Tomari, 2010). La especificidad del complejo miRISC
es gracias a su interaccion con la secuencia complementaria del mRNA blanco
denominada elemento de respuesta a miRNAs (MRES). El grado de complementariedad
por parte del MREs determinara si ocurre un corte del mRNA blanco dependiente de
AGO?2 o0 una inhibicion mediada por miRISC (Jo et al., 2015; Jungers & Djuranovic,
2022). Una total complementariedad miRNA:MRE induce la actividad endonucleasa de
AGO2. Sin embargo, en células animales, la mayoria de las interacciones miRNA:MRE
no son completamente complementarias (Jonas & lzaurralde, 2015), lo cual evita la
actividad endonucleasa de AGO2 (La Rocca & Cavalieri, 2022). La capacidad de regular
la expresion génica que tienen los miRNAs, tiene una influencia directa en diferentes

procesos celulares.

2.6 MiRNAs y cancer

Desde hace mas de 20 afios se ha reportado la importancia de los miRNAs en la regulacion
de diversos procesos celulares, tales como proliferacién, diferenciaciéon, migracion,
apoptosis, metabolismo y respuestas a estrés (Hill & Tran, 2021). Previamente se reveld
qgue mas del 50% de los genes que codifican para miRNAs se encuentran localizados en
regiones gendmicas asociadas con cancer (Di Leva et al. 2014), lo que sugiere que los
miRNAs pueden desempefiar un papel importante en la patogénesis de esta enfermedad
(Shi et al., 2021). La hipdtesis de que la desregulacién de los miRNAs puede ser
importante en la aparicion, progresion y diseminacion de numerosos tipos de cancer fue
confirmada en leucemia linfocitica cronica (CLL) por el grupo de Calin et al. en 2002, al
observar que los miR-15a y miR-16-1 se encontraban regulados a la baja o ausentes en la

mayoria de los pacientes con CLL (Calin et al., 2002).

El papel de los miRNAs en cancer es muy complejo y no ha sido elucidado en su totalidad,

estudios previos han encontrado que estos regulan diversos mecanismos moleculares



relacionados con el cancer a través de su accion sobre oncogenes y genes supresores
tumorales durante la formacion del tumor, mantenimiento, progresion (Shi et al., 2021; B.
Zhang et al., 2007), angiogénesis, transicion epitelio-mesénquima (EMT), metastasis y

farmacorresistencia (Tan et al., 2018).

Los miRNAs sobre expresados en cancer se consideran oncogenes, denominados
“oncoMirs”, los cuales pueden promover el desarrollo tumoral a través de regular a la baja
algunos genes, por ejemplo, aquellos implicados en el control de la diferenciacion celular,
apoptosis y genes supresores tumorales (Tan et al., 2018). Por otra parte, pueden actuar
como supresores de tumor “tsMirs” al inhibir la traduccion de mRNA que codifican para
proteinas con actividad oncogénica. La desregulacion de los miRNA tiene funciones
duales en el desarrollo del cancer, ya sea que promuevan la carcinogénesis al inhibir los
MRNA de genes supresores de tumores, 0 actlen como supresores de tumores al regular

a la baja los oncogenes (Pallante et al., 2014; Tume et al., 2016).

2.7 MiRNAs y cancer de mama

Desde que el papel de la desregulacién de miRNAs en CaMa fue reportado en 2005 (lorio
et al., 2005), numerosos estudios han mostrado una alterada expresion de miRNAs en esta
patologia (Hussen et al., 2021), ya sea que tengan funcién de oncoMirs o como tsMirs.
Los oncoMirs se encuentran comunmente regulados al alza en CaMa, suprimiendo la
expresion de potenciales genes supresores tumorales, dando lugar a tumores en las
glandulas mamarias (Li et al., 2021; Wang & Luo, 2015). Mientras que los tsMirs pueden
inhibir la expresién de oncogenes que promueven la formacion de tumores (Corcoran et
al., 2011), por lo tanto, su regulacién a la baja puede dar lugar a la formacién de tumores
(Figura 1). Tanto los oncoMirs como los tsMirs regulan el desarrollo y progresion del
CaMa a través de complejas vias de sefializacion (Mukherjee et al., 2023). Estas vias
incluyen a las implicadas en crecimiento y proliferacion, inmortalidad replicativa,
iniciacion de la metastasis e invasion, resistencia a apoptosis y muerte celular, induccion
de angiogénesis, activacion del metabolismo o procesos energéticos de la célula y escape
del sistema inmune (Lee et al., 2023; Loh et al., 2019).
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Figura 1. Mecanismos regulatorios de los oncoMirs y tsMirs. Un incremento en la expresion de oncoMirs
en células de cancer da lugar a la inhibicidn de genes supresores tumorales. Una disminucidn en la expresion
tsMirs potencialmente aumenta la expresion de oncogenes. Modificado de Loh et al,.2019.

La desregulacion de un solo miRNA o un pequefio grupo puede tener importantes
consecuencias en las células y algunas veces dar lugar a procesos patolégicos como
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, desordenes
autoinmunes, alteraciones 0seas y canceres humanos como el CaMa (Vishnoi & Rani,
2023).

2.8 Cancer de mama

El CaMa es una enfermedad compleja que supone un gran reto para los sistemas de salud,
debido a la reduccion en la calidad de vida de las personas y los altos asociados en todos
los paises (Khan et al., 2022). De acuerdo con los datos mas recientes, el CaMa es el tipo
de cancer mas diagnosticado a nivel mundial y la principal causa de muertes relacionadas
a cancer en mujeres en todo el mundo (Sung et al., 2021; Wilkinson & Gathani, 2022). Se
estima que en 2020 ocurrieron 2,288,849 casos nuevos y 626,679 muertes relacionas con
CaMa a nivel mundial (Sung et al., 2021). La prevalenciay la letalidad del CaMa resaltan
la importancia de investigar mecanismos involucrados en la formacion de tumores

mamarios, asi como el desarrollo de nuevos métodos para predecir la evolucion de la



enfermedad y la identificacién de nuevos blancos terapéuticos (Sarhangi et al., 2022;
Wilkinson & Gathani, 2022).

El CaMa ocurre debido a la proliferacion anormal de cualquier célula o tejido en el
revestimiento de las glandulas y conductos mamarios. La mayoria de las lesiones malignas
son carcinomas, que pueden ser clasificados como adenocarcinomas (Barzaman et al.,
2020; Makki, 2015). Este tipo de cancer es altamente heterogéneo, con marcadas
diferencias entre las personas afectadas (Tsang & Tse, 2020). EI CaMa puede ser
clasificado en 6 subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER+, normal-like, basal
(triple negativo) y Claudin-Low, cada uno con un fenotipo Unico, el cual incluye
caracteristicas como el grado tumoral, caracterizaciones moleculares como receptores
hormonales y el estatus del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) (Dai et al., 2017; Roy et al., 2023).

Ademas de la clasificacion molecular, existen otras que son de gran utilidad para clasificar
la extension o invasion del CaMa al momento del diagndstico, lo cual es esencial para
determinar la estrategia terapéutica que se debe adoptar. Una de ellas es la clasificacién
histologica, se basa principalmente en la observacion microscopica de las células
tumorales y su arquitectura tisular (Cserni, 2020). Los principales criterios utilizados para
esta clasificacion incluyen el tipo de células, donde se observan caracteristicas de las
células tumorales, como su forma, tamarfio, nucleo y citoplasma, para determinar si se
asemejan a células epiteliales normales o si presentan caracteristicas atipicas asociadas
con el céncer; el patron de crecimiento, donde se evalta como las células tumorales se
organizan dentro del tejido mamario, es decir, si las células estan formando un tumor
solido, un tumor con patrén de crecimiento ductal, 0 un tumor con caracteristicas de
crecimiento lobulillar (Rakha et al., 2022); la presencia o ausencia de marcadores
especificos, como los receptores hormonales (estrogeno y progesterona) y el receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), que pueden influir en el tratamiento
y el prondstico; otro aspecto importante a evaluar es el grado histologico, en el que se
evalla la diferenciacion de las celulas tumorales, es decir, qué tan parecidas son a las

celulas normales del tejido mamario. Esto se clasifica en grados histoldgicos, que van



desde bien diferenciado (grado I) hasta poco diferenciado (grado I11), o que puede ayudar
a predecir la agresividad del tumor (Cserni, 2020; Zubair et al., 2020).

Otra forma de clasificar el CaMa se basa en el sistema tumor, nddulos linfaticos,
metastasis (TNM), el cual es atil para conocer la extension de esta enfermedad en el
individuo al momento del diagndstico, algo esencial para determinar el tipo de terapia que
se utilizara para el tratamiento del cancer (Cserni et al., 2018) . El sistema TNM, toma en
cuenta el tamafio del tumor, el nimero de nddulos linfaticos que hayan sido invadidos y
la presencia o ausencia de metastasis, estos parametros sirven para ubicar al paciente en
distintos estadios que son I, Il, 111 y IV, siendo la fase | la mas temprana y la fase IV la

mas avanzada (Cserni et al., 2018; Sawaki et al., 2019).
2.9 Progresion del cancer de mama

La progresion es uno de los principales problemas en el CaMa y en la mayoria de los
casos, la principal causa de muerte (Plummer et al., 2016). La cascada metastasica inicia
con la proliferacién o aumento del nimero de células tumorales como resultado del
crecimiento y la multiplicacion celular. A este proceso le continia la migracién o
movimiento de las células tumorales hacia cavidades vecinas, 6rganos adyacentes, vasos
sanguineos y linfaticos donde se puede implantar y propagar el tumor. (Park et al., 2022).
A la migracion le continda la invasion, la cual implica la pérdida de la capacidad de
adhesion célula-célula, dando lugar a la participacion de otros factores como la
interleucina 8 (IL-8), cuya sobreexpresion en el tumor estimula la produccion del
metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2), que degrada la membrana basal del estroma
circundante, remodela la matriz extracelular y facilita la angiogénesis o
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes (Jiang & Li, 2021).
Este es un mecanismo crucial en el desarrollo del cancer debido a que promueve el
suministro de oxigeno y nutrientes al tumor, facilitando la eliminacion de productos de
desecho (Park et al., 2022). El vaso sanguineo en la zona del tumor puede proporcionar
una ruta para que las células desprendidas entren en el sistema circulatorio y hagan
metastasis en sitios distantes (Liang et al., 2020) . Se sabe que la metastasis se presenta en
un 10-15% de los pacientes con CaMa, dentro de los primeros tres afios a partir del

diagnostico (DeSantis et al., 2015) y es la causante del 90% de las muertes en tumores
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solidos. Se caracteriza por extenderse hacia pulmén, higado, cerebro y hueso, hasta en el
50% de los pacientes. Uno de cada tres pacientes con CaMa desarrolla metéstasis, y hasta
el 78% de estos pacientes muere en los siguientes 5 afios a pesar de los avances en los
tratamientos (McGuire et al., 2015).

2.10 Tratamiento en cancer de mama

Aunque la cirugia es el tratamiento primario en las etapas tempranas del CaMa, existen
otras opciones terapéuticas como la quimioterapia, radioterapia y terapia hormonal, las
cuales han aumentado de manera significativa la tasa de supervivencia de las personas
afectadas. En etapas avanzadas de la enfermedad, la quimioterapia y la radioterapia son
los principales tratamientos, junto con la terapia hormonal (Trayes & Cokenakes, 2021).

A pesar de los avances médicos en los distintos tratamientos, las estadisticas son
alarmantes en etapas avanzadas de la enfermedad, el rango de supervivencia a cinco afios
para mujeres con CaMa localizado (el cual no se ha diseminado a nédulos linfaticos u
otros lugares fuera de la mama) es del 99%, cifra contrastante al ser comparada con el
porcentaje de supervivencia en mujeres diagnosticadas con CaMa con metéstasis, que es
de solo 27% (Siegel et al., 2018). Por tal motivo, es necesario afiadir nuevos enfoques

terapéuticos que complementen a los ya existentes, como lo son los miRNAs.

2.11 MiRNAs como blancos terapéuticos

Identificar la funcion de miRNAs asociados a un mal prondstico o baja supervivencia,
permite conocer mejor los mecanismos a través de los cuales los miRNAs favorecen la
progresion del CaMa. Las herramientas bioinformaticas, como las bases de datos de
miRNAs, ayudan a identificar potenciales moléculas de interés. Una de las bases de datos
mas empleadas para este fin es The Cancer Genome Atlas (TCGA), la cual cataloga los
cambios moleculares de importancia biologica responsables de la aparicion del cancer, a
través de mapas multidimensionales en 33 tipos diferentes de esta enfermedad (Ma &
Ellis, 2013).

La base de datos del TCGA consta de 2.5 petabytes, que describen el tejido tumoral y

tejidos normales emparejados de mas de 11,000 pacientes haciendo uso de la
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secuenciacion genomica por varios metodos como OncolLnc, herramienta que explora
correlaciones de supervivencia y datos clinicos asociados a la expresion de mRNAs y
miRNAs. Los datos obtenidos del TCGA se han utilizado en diversos estudios, en los que
se ha logrado la identificacion de diversos miRNAs como potenciales biomarcadores para
la deteccion del cancer como: miR-15a, miR-16-1, miR-21, miR-146a, miR- 608, miR-
499 y como blancos terapéuticos en distintos tipos de cancer, por ejemplo: hsa-miR-509-
3, hsamiR-3653, hsa-miR-3065, hsa-miR-3607, hsa-miR-642a, hsa-miR-487b.
(Ghafouri-Fard et al., 2021; Naya Catala, 2018; Tume et al., 2016). Por lo que la busqueda
de més miRNAs implicados en la progresion de distintos tipos de cancer es esencial.

2.12 MiR-1307-3p en cancer

En colaboracion con el MD Anderson Cancer Center, se realiz6 un andlisis de la expresion
de miRNAs en CaMa empleando el TCGA. A partir de dicho analisis se identifico que el
miR-1307-3p se encuentra significativamente sobreexpresado en muestras de tejido
tumoral, en comparacion con muestras de tejido normal de mama y esta sobreexpresion

esta asociada a una baja supervivencia en los pacientes con CaMa (Figura 2).

a) P<0.0001 b) TCGA BRCA miR-1307
= 100 1. <~~'.“"1+-4.h p=0.00034
e 1 —t - W
é 12 :\: 80 - e 2 1 -
Fi i E . 1 Bajo
3 =2 604
fé’ 10 1 ‘E §
S &
= °] EE
s 84 = % Alto. 4
- — @
"E 74 o € 204
6 - o |
normal tumer S F % 75 10 i2s
n=67 n=67

Supervivencia global (meses)

Figura 2. Expresion del miR-1307-3p en muestras de tejido tumoral mamario. a) La secuenciacion de
miRNAs se llevo 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 sobreexpresién de miR-1307-3p (p<0.0001) en las muestras
tumorales en comparacion con las normales. b) Las gréficas de supervivencia global de pacientes de CaMa
muestran que una alta expresion (en rojo) del miR-1307-3p, disminuye significativamente la supervivencia
de los pacientes con cancer mamario, mientras que una baja expresion (azul) se relaciona con un incremento
en la supervivencia.
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La informacion acerca de la funcion que el miR-1307-3p juega en la progresion del cancer,
es aun muy limitada; se sabe que en cancer de préstata el miR-1307-3p promueve la
proliferacion celular a traves de su blanco directo FOXO3A (Qiu & Dou, 2017). En cancer
de ovario, el miR-1307-3p se ha asociado al desarrollo de quimioresistencia a traves de su
blanco directo ING5 (Zhou et al., 2015). En céancer colorrectal el miR-1307-3p se
encuentra subexpresado, lo que resulta en un aumento de la proteina antiapoptética Bcl-2

(blanco del miR-1307-3p) y del riesgo de contraer cancer colorrectal (Tang et al., 2015).

En CaMa, se han reportado multiples miRNAs desregulados, incluyendo el miR-1307-3p.
En 2016, Shimomura et al. reportaron que el miR-1307-3p estd incrementado en el suero
de pacientes con CaMa (Shimomura et al., 2016). En 2018, Sathipati y Ho utilizaron
técnicas bioinformaticas para describir una firma de miRNAs que podria usarse para
predecir el estadio de los pacientes con CaMa, y el miR-1307-3p estaba involucrado
(Sathipati & Ho, 2018). En 2019, Han et al. reportaron que el miR-1307-3p juega un papel
en la progresion del CaMa a través de su interaccion con la metiltransferasa SMYD4, lo
cual fue validado midiendo la expresion proteinica y la interaccion entre ambas moléculas
utilizando un ensayo de luciferasa (Han et al., 2019). Estos hallazgos sugieren que el miR-
1307-3p tiene actividad oncogénica y promueve la progresion del CaMa, sin embargo, los

procesos y blancos involucrados aun no se comprenden bien.

A pesar de los estudios previos sobre el miR-1307-3p en CaMa, su papel en procesos clave
en la progresion del cancer como la proliferacion, la migracion, la invasion y angiogénesis
no se encuentra comprendido en su totalidad y no ha sido reportado hasta el momento. Por
tal motivo esta tesis se centrd en determinar el efecto funcional del miR-1307-3p en la
progresion del CaMa y en la identificacion de nuevos blancos del miRNA en esta
patologia.
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3. JUSTIFICACION

El CaMa continua siendo el mas frecuente en mujeres alrededor del mundo, la naturaleza
de los tumores es bastante heterogénea, lo cual dificulta encontrar tratamientos que
funcionen adecuadamente contra los diferentes subtipos, a pesar de que es considerado
curable cuando es detectado en etapas tempranas, el CaMa en etapas avanzadas con
metastasis es considerado incurable con las terapias actuales, lo cual resalta la necesidad

de encontrar nuevas opciones terapéuticas.

Diversos reportes respaldan el papel de los miRNAs en CaMa, estas moléculas son pieza
central de la regulacidn génica para mantener un estado adecuado de homeostasis, por otra
parte, su desregulacion puede dar lugar a consecuencias adversas en el desarrollo del
CaMa. Por tal motivo, los miRNAs tienen un enorme potencial como blancos terapéuticos

0 como herramientas en la lucha contra esta enfermedad.

Existen pocos reportes sobre el papel del miR-1307-3p en CaMa. Sin embargo, se ha
demostrado su elevada expresion en tejido afectado por esta enfermedad, aunque los
mecanismos Y las vias implicadas no se encuentran elucidadas. Por tal motivo el miR-
1307-3p es un interesante blanco de estudio para comprender mejor los mecanismos

implicados en la progresion del CaMa e identificar potenciales blancos terapéuticos.
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4. HIPOTESIS

La sobreexpresion de miR-1307-3p favorece la progresion del CaMa a través de la

induccion de proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO
5.1 Objetivo general

Determinar el efecto funcional del miR-1307-3p en la progresion del CaMa.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto del miR-1307-3p en la proliferacion, migracion, invasion y
angiogenesis del CaMa.

2. ldentificar blancos del miR-1307-3p a través de los cuales induce proliferacion,
migracion, invasion, angiogénesis y asociarlos con la supervivencia global de

pacientes con CaMa empleando distintas bases de datos.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cultivo celular

La linea celular epitelial mamaria humana MCF-10A fue proporcionada por el Dr. Recep
Bayraktar (MD Anderson Cancer Center, Houston, TX). Las células humanas de CaMa
MDA-MB-231 fueron obtenidas del Laboratorio de Inmunologia y Virologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UANL. Las células SUM149, SKBR3, MDA-MB-468 y MDA-IBC-
3 fueron proporcionadas por el Dr. Pablo Vivas-Mejia (Centro Comprensivo de Céancer
de la Universidad de Puerto Rico) y las células MCF-7 fueron obtenidas de la American
Type Culture Collection (ATCC). Las células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) fueron donadas por el Dr. Moisés Franco Molina (UANL). Excepto las células
MCF-10A, todas las lineas celulares se mantuvieron en medio modificado de Eagle de
Dulbecco (DMEM)/mezcla de nutrientes F-12 de Ham (Sigma Aldrich-Merck, EUA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GenClone, EUA) y 1% de
antibidticos (Gibco, EUA). Las células MCF-10A se mantuvieron en medio de
crecimiento de células epiteliales mamarias (MEBM) suplementado con extracto
pituitario bovino (BPE), factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF), insulina,
hidrocortisona y sulfato de gentamicina anfotericina B (GA-1000) (Lonza, Suiza). Para
los experimentos, todas las células se mantuvieron en una atmosfera de 5% C0O2/95% aire
a 37°C. Los experimentos se realizaron cuando las células alcanzaron una confluencia del
80%.

6.2 Aislamiento de RNA para perfiles de expresion del miRNA

Se aislé el RNA total de las células utilizando el Kit miRNeasy Mini (Qiagen, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se transfirieron 1.0 x 107 células
MDA-MB-231, MCF-7 o0 MCF-10A a un tubo de centrifugado de polipropileno. Se retird
el medio de cultivo y se afiadieron 700 pL de reactivo de lisis QlAzol. La mezcla se agitd
en un vortex durante 1 minuto para lisar el pellet. Posteriormente, se dejo reposar la
muestra durante 5 minutos a temperatura ambiente (RT). Luego, se afiadieron 140 uL de
cloroformo al tubo y se agitdé vigorosamente durante 15 segundos. La muestra se dejo

reposar durante 3 minutos a RT. Después, la mezcla se centrifugd durante 15 minutos a
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12,000 x g a 4°C. Después de la centrifugacion, se recogi la fase acuosa que contenia el
RNA (350 pL) y se transfirié a un nuevo tubo, al que se afiadio 1.5 volumenes de etanol
al 100%, luego se mezclé completamente mediante pipeteo. Se tomaron 700 pL de la
muestra y se colocaron en una columna de centrifugado RNeasy Mini en un tubo de
recoleccion de 2 ml. Posteriormente, el tubo se centrifug6 a 8,000 x g durante 15 segundos
a RT. Se descart6 el sobrenadante y se afiadieron 700 uL de Buffer RWT a la columna de
centrifugado RNeasy Mini. La mezcla se centrifugd a 8,000 x g durante 15 segundos a
RT, después de lo cual se descarto el sobrenadante. Luego, se pipetearon 500 pL de Buffer
RPE sobre la columna de centrifugado RNeasy Mini y se centrifugd a 8,000 x g durante
15 segundos a RT, después de lo cual se descartd el sobrenadante. Se afiadieron otros 500
uL de Buffer RPE a la columna de centrifugado RNeasy Mini, que posteriormente se
centrifug6 a 8,000 x g durante 2 minutos. La columna de centrifugado RNeasy Mini se
transfirio a un nuevo tubo de recoleccién de 1.5 ml. Se pipetearon 30 pL de agua libre de
RNAsas directamente sobre la membrana de la columna de centrifugado RNeasy Mini,
que posteriormente se centrifugé a 8,000 x g durante 1 minuto para obtener el RNA total.
La concentracion de RNA se determiné utilizando un espectrofotometro NanoDrop de

Thermo Scientific.

6.3 RT-gPCR del miR-1307-3p

Se utilizd RNA total, con una relacion de densidad dptica (A260/280) entre 1.8 y 2.1 para
RT-gPCR. La RT-gPCR se realizd con el Sistema de Cuantificacion de MicroRNA
MystiCq™ (Sigma Aldrich-Merck). En resumen, se sintetiz6 cDNA con el Kit de Mezcla
de Sintesis de cDNA de microRNA MystiCq™ segun las instrucciones del fabricante. El
RT-gPCR se realiz6 por duplicado utilizando 10 uM de Cebador Universal de PCR
MystiCq (Sigma Aldrich-Merck) y 10 pM de cebador miR-1307-3p (5
TGGCGTCGGTCGTGA 3°) (IDT, EUA) o cebador SNORD 44 (5
GCAAATGCTGACTGAACATGAA 3) (IDT). Para todas las reacciones, se utilizé un
instrumento Roche Light Cycler Nano (Roche Diagnostics, Alemania), siguiendo los
parametros de ciclado sugeridos por el fabricante (Sigma Aldrich-Merck). Se utilizé el
método del umbral de ciclo comparativo (224¢T) (Livak & Schmittgen, 2001) para medir

la expresion del miRNA objetivo, comparado con el control endégeno SNORDA44 para
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normalizar las diferencias en la carga de muestra. Los resultados representan la diferencia
de los niveles de transcritos del miRNA en una muestra en comparacion con las células
control MCF-10A.

6.4 Determinacion de la concentracion del inhibidor del miR-1307-3p para las
pruebas de funcionalidad (MTS)

Para determinar la concentracion optima del inhibidor del miR-1307-3p para las pruebas
de funcionalidad (proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis) se llevo a cabo un
ensayo de MTS, empleando distintas concentraciones del inhibidor: 12.5, 25, 50, 100 y
200 nM. Se sembraron 5.5 x 10° células de la linea MDA-MB-231y 8.0 x 10 de la linea
MCF-7 en placas de 96 pozos. Transcurridas 24 h, se prepararon las mezclas de
transfeccidn en una proporcion 1:3 (v/v) del inhibidor o del control negativo del miRNA
(Invitrogen, EUA) con el agente de transfeccion Hiperfect (Qiagen), las cuales se dejaron
incubar 20 minutos a RT en medio Opti-MEM (Gibco). Después se retird el medio de
cultivo de la placa de 96 pozos y se afiadio la mezcla de transfeccién, la cual se dejo en
contacto con las células 24 h. Posteriormente, se retird la mezcla y se afiadié medio de
cultivo completo, dejando incubar por 48 h. Finalmente, se afiadieron 20 pL de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) del kit
CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) a cada
pozo. La placa se incub6 durante una hora en la oscuridad a 37°C y, posteriormente, se
realizo la lectura en el lector de placas Biotek Synergy HT (BioTek® Instruments, EUA)
a 490 nm.

6.5 Transfeccion celular

Para la transfeccion, se sembraron 9.0 x 10* células (MDA-MB-231 o HUVEC) o0 3.0 x
10° células (MCF-7) en placas de 6 pozos. Después de 24 h, las células fueron tratadas
con 100 nM del inhibidor de miR-1307-3p o el inhibidor de control negativo (Invitrogen).
La transfeccion se llevd a cabo utilizando la misma proporcién mencionada con
anterioridad 1:3 (v/v), entre el inhibidor o el control negativo del miRNA con el agente de
transfeccion Hiperfect (Qiagen) en medio Opti-MEM (Gibco). La mezcla se incubd
durante 20 minutos a RT. Posteriormente, se retird el medio de cultivo de las placas de 6

pozos y se afiadio la mezcla de transfeccion. Las células fueron incubadas con la mezcla
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durante 24 horas. Después de este periodo de incubacion, se recolectd el pellet celular para
experimentos posteriores, que incluyeron ensayos de clonogenicidad, migracion, invasion

y angiogénesis, asi como analisis de RT-gPCR y Western blot.

6.6 Ensayo clonogénico

Las células de CaMA transfectadas fueron sembradas en placas de 6 pozos. Debido a las
diferencias en las tasas de proliferacién de ambas lineas celulares, se sembraron diferentes
cantidades de células (800 para las células MCF-7 y 400 para las células MDA-MB-231).
El nimero de colonias formadas se evaluo a los 10 dias para las células MDA-MB-231 y
a los 18 dias para las células MCF-7. Las colonias se tifieron con cristal violeta al 0.5%
en metanol. Las colonias que contenian al menos 50 células fueron cuantificadas
utilizando un microscopio para cultivo celular invertido Zeiss Primovert bajo una
magnificacion de 10X. Los porcentajes de clonogenicidad se calcularon en relacion con

el grupo control.

6.7 Ensayos de migracion e invasion en placas transwell

Se utiliz6 una placa transwell con poros de 8 uM (Corning, EUA) para evaluar la
migracion e invasion celular. Se sembraron un total de 2.1 x 10* células MDA-MB-231y
1.0 x 10° células MCF-7 transfectadas con el inhibidor o control del inhibidor en 200 pL
de medio libre de suero en camaras transwell pretratadas con gelatina para ensayos de
migracion y el Extracto de Membrana Basal Cultrex™ (BME) (R&D Systems, EUA) para
invasion. El compartimento inferior se llend con 700 pL de medio de cultivo completo.
El tiempo de incubacidon varié segun el ensayo y la linea celular analizada. Los ensayos
de migracion se realizaron durante 72 h para las células MCF-7 y 24 horas para las células
MDA-MB-231, y los ensayos de invasion se realizaron durante 72 horas para las células
MCF-7 y 48 horas para las células MDA-MB-231. Posteriormente, se retiraron las
camaras superiores que contenian células residuales, y las células debajo de la superficie
se fijaron utilizando el Sistema de Tincién Manual Hema 3™ PROTOCOL ™ de Fisher
HealthCare™ (Fisher Scientific, EUA). Se contaron ocho campos aleatorios bajo un
microscopio Leica CME (40X de magnificacion), y se calculo el porcentaje de células

migradas e invadidas en relacién con el grupo control.
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6.8 Angiogenesis

Las celulas HUVEC transfectadas con el inhibidor o control del inhibidor se utilizaron
para evaluar la formacion de tubos por células endoteliales. Se sembraron 2.5 x 10* células
en una placa de 96 pozos pretratada con Extracto de Membrana Basal Cultrex™ (BME)
(R&D Systems) (60 pL). La placa se incubd durante 24 horas, y se tomaron fotografias
de 4 campos utilizando un microscopio de cultivo celular invertido Zeiss Primovert (10X

de magnificacion) para observar la formacion de anillos.

6.9 Prediccion de blancos de miR-1307-3p

Se realizo una busqueda en nueve bases de datos (TargetScan, miRDB, RNA Central,
RNA22, miSTAR, DIANA, miRmap, miRabel, MicroT) para identificar potenciales
blancos del miR-1307-3p. De cada base de datos, seleccionamos los 100 blancos
principales segun sus puntajes. Posteriormente, filtramos los blancos que estaban
presentes en al menos tres bases de datos. Este enfoque aumenta la probabilidad de
seleccionar blancos genuinos, ya que cada base de datos emplea sus propios algoritmos.
Los blancos seleccionados se utilizaron luego para disefiar una placa de gPCR
personalizada de 384 pocillos (Bio Rad-EUA).

6.10 RT-qPCR personalizada en placa

Se adquiri6 una placa de 384 pozos personalizada con cebadores predisefiados de sentido
y antisentido de los blancos identificados en las bases de datos (Bio-Rad). Se extrajo RNA
total de células MDA-MB-231 utilizando el kit GenElute Mammalian Total RNA Mini
(Millipore Sigma), siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, el RNA se
retrotranscribio utilizando el iScript Reverse Transcription Supermix para RT-gPCR (Bio-
Rad). Se realiz6 una gPCR basada en SYBR Green utilizando el SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), junto con un sistema de deteccion de PCR
en tiempo real CFX384 Touch. Los cambios en la expresion (fold-changes) y los valores
del umbral de ciclo (Ct) se calcularon utilizando el software interno del instrumento, en
relacion con las células MDA-MB-231 transfectadas con 200 nM del inhibidor de miR-

1307-3p o el control negativo, y se normalizaron frente a -actina. Esta normalizacion se
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realizd junto con controles para ADN gendmico (JDNA), eficiencia de PCR, eficiencia
de RT y calidad del RNA.

Para representar los cambios en la expresion génica, utilizamos el entorno R (version
4.2.2) y el paquete ggplot2. El proceso comenzo con el preprocesamiento de los datos de
gPCR para calcular los cambios de plegamiento 2"24CT, Establecimos umbrales de cambio
de plegamiento de 0.15 para la sobreexpresion y -0.15 para la disminucién de la expresion
para clasificar los genes en consecuencia. Este cambio metodoldgico subraya un enfoque
refinado para visualizar alteraciones en la expresion génica, utilizando el cambio de

expresion como la métrica principal para evaluar la variacién en la actividad génica.
6.11 Analisis de Western blot

Las celulas fueron transfectadas siguiendo el protocolo previamente descrito; sin
embargo, se utiliz una concentracion de 200 nM del inhibidor miR-1307-3p o el control
negativo, como se empled en el ensayo previo de RT-gPCR de alto rendimiento. Las
células de CaMa fueron desprendidas utilizando tripsina-EDTA al 0.25% a 37°C y lavadas
con 1 mL de PBS que contenia 10 pL de coctel inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich-
Merck). Los lisados celulares se prepararon utilizando un tampén de lisis en frio (1%
Triton-X, 150 mM de NaCl, 25 mM de Tris HCI) y 1% de coctel inhibidor de proteasas
(Sigma Aldrich-Merck), incubados sobre hielo durante 30 minutos y agitados
periédicamente. Los lisados se centrifugaron, se recogieron los sobrenadantes y se
determind la concentracion total de proteinas utilizando el reactivo de Bradford (Sigma
Aldrich-Merck) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cargaron cantidades iguales
de proteina, 40 ug por pozo, y se separaron por SDS-PAGE, transfiriéndose a membranas
de nitrocelulosa, las cuales se bloguearon durante 1 h con leche en polvo sin grasa (Santa
Cruz Biotechnology, EUA) al 5%, se lavaron y se incubaron con un anticuerpo primario
contra PRM2 (Anti-Protamina 2 antibody [EPR15738], Abcam) diluido 1/10000 durante
24 horas a 4°C. Después de la incubacion, se lavaron las membranas y se incubaron con
un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 1gG (H+L) HRP (31460, Invitrogen)
diluido 1/1000, y se lavaron nuevamente. Las bandas de proteinas se detectaron utilizando
el reactivo Luminol Immunocruz (Santa Cruz Biotechnology). Se utilizaron anticuerpos
contra GAPDH (sc-47724) (Santa Cruz Biotechnology) y B-actina (sc-47778) (Santa Cruz
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Biotechnology) como controles de carga. Las densidades de las bandas se analizaron
mediante el software ImageJ (Stael et al., 2022).

6.12 Ensayos de luciferasa dual

Se sembraron un total de 7.0 x 10% células MDA-MB-231 en una placa de 96 pozos.
Después de 24 h, se transfirieron 1.5 pug de un vector que contenia la regién 3’UTR del
gen humano PRM2 (NM_002762.3) (HmiT107027-MT06) (GeneCopoeia, EUA) (Figura
3.) 0 un vector control pEZX-MT06 (CmiT0O00001-MT06) (GeneCopoeia) utilizando
Hiperfect en una relacion 1:3 (v/v) en medio Opti-MEM. Ambos vectores fueron
adquiridos comercialmente y el proceso de clonacion fue realizado por la compafiia. En

el caso del vector control, la Gnica diferencia es que no contiene el sitio 3'UTR de PRM2.

Después de 6 h de la transfeccion con los vectores, se retird la mezcla y se realizo una
segunda transfeccion con 200 nM del inhibidor miR-1307-3p utilizando la metodologia
previamente descrita, durante 24 h. Después de 24 h de incubacion, se retird la segunda
mezcla de transfeccion y se reemplazé con medio completo DMEM/F-12. Transcurridas
48 h, se midieron las actividades de luciferasa de luciérnaga y Renilla utilizando el kit
Dual-Luciferase Reporter Assay System Kit (Promega, EUA) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las mediciones de luminiscencia se realizaron utilizando un lector de
placas SynergyTM HT (BioTek® Instruments, EUA). La actividad de luciferasa de
luciérnaga se normalizo respecto al control de Renilla. La actividad relativa de luciferasa

se grafico en relacién con la del vector control.
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Figura 3. Estructura del vector empleado para las pruebas de luciferasa dual. El vector contiene una
secuencia de origen de replicacion (ori), dos genes para la expresion de luciferasa: hLuc y Synthetic Renilla
luciferase, con sus respectivas regiones promotoras SV40 y CMV, ademas de secuencias de poliadenilacién
SV40. El vector también incluye un gen reportero Amp y su regién promotora. (Estructura del vector
proporcionada por GeneCopoeia™)

6.13 Analisis de los interactomas de miR-1307-3p

Los blancos identificados mediante analisis bioinformatico en diferentes bases de datos
de expresion de miRNAs fueron sometidos a un analisis utilizando Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) (QIAGEN) para identificar interacciones potenciales entre miR-1307-3p
y sus blancos candidatos, con el objetivo de predecir vias de sefializacion.

6. 14 Correlaciones entre la expresion de blancos, la supervivencia global y la
supervivencia libre de recaida

Para realizar los analisis de supervivencia, utilizamos la herramienta KM plotter
(www.kmplot.com), que utiliza conjuntos de datos de expresidn de diversas bases de datos
publicas. Examinamos la expresion de miR-1307-3p y el mMRNA de PRM2 en pacientes
con CaMa, y ambos parametros se correlacionaron con la supervivencia global (OS) y la
supervivencia libre de recaida (RFS), respectivamente. Se generd un grafico de
supervivencia Kaplan-Meier para OS y RFS en todos los pacientes con CaMa, sin
restricciones basadas en estadio, grado o edad. Se consideraron valores de p < 0.05 como

indicativos de significancia estadistica.
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6.15 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron en 3 repeticiones bioldgicas, a menos que se indique
lo contrario. Los andlisis estadisticos y la construccién de gréficos se realizaron utilizando
el software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software Inc, EUA). Los valores de p se
calcularon utilizando pruebas paramétricas (prueba t o ANOVA), segln lo determinado
por pruebas de normalidad. Se consideraron valores de p < 0.05 como estadisticamente

significativos.
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7. RESULTADOS
7.1 Aumento de los niveles de expresion del miR-1307-3p en cancer de mama

Evaluamos los niveles de expresion del miR-1307-3p, que previamente habiamos
identificado sobreexpresado en el tejido tumoral de mujeres con CaMa (Figura 2). Se
realizé el andlisis en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, utilizando la linea
celular MCF-10A como control que representa tejido mamario no tumorigénico. La
expresion de miR-1307-3p fue significativamente mayor en MCF-7 (p=0.0001) y MDA-
MB-231 (p=0.0003), en comparacion con las células control (Figura 4).
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Figura 4. Niveles de expresion del miR-1307-3p en células de cAncer de mama. Los niveles de expresion
del miR-1307-3p se encuentran elevados en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion
con los de las células epiteliales mamarias MCF-10A. Los datos fueron analizados con la prueba t de
Student. Se tom6 como significativo un valor de p<0.05. Los resultados se presentan como la media + DE
de experimentos por duplicado de 3 réplicas bioldgicas.
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7.2 Eficiencia de transfeccion del inhibidor del miR-1307-3p

Debido a la sobreexpresion de miR-1307-3p en las lineas de CaMa, decidimos utilizar el
inhibidor de este miRNA para bajar sus niveles de expresion, por lo que el siguiente paso
fue evaluar la eficiencia de la transfeccion del inhibidor del miR-1307-3p. La linea celular
MDA-MB-231 fue transfectada con el inhibidor del miR-1307-3p a una concentracion de
50 nM vy posteriormente los niveles del miRNA fueron analizados por RT-gPCR. El
inhibidor provoco una disminucion en los niveles del miR-1307-3p del 53.2% con

respecto al control negativo (Figura 5).
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Figura 5. Eficiencia de la transfeccién del inhibidor del miR-1307-3p. La transfeccion con el inhibidor
del miR-1307-3p provocé una disminucién del miR-1307-3p del 53.2% en la linea MDA-MB-231. Los
datos fueron analizados con la prueba t de Student. Se tomé como significativo un valor de p<0.05. Los
resultados se presentan como la media + DE de 3 experimentos independientes por triplicado.

7.3 Concentracion del Inhibidor del miR-1307-3p para las pruebas de
funcionalidad

Para analizar el efecto que tiene el inhibidor del miR-1307-3p en las pruebas de
funcionalidad en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231, fue necesario determinar la

concentracion de inhibidor correcta para transfectar ambas lineas celulares. Se evaluaron
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distintas concentraciones del inhibidor del miR-1307-3p (12.5, 25, 50, 100 y 200 nM) a
las 72 h, con el ensayo de MTS. Tanto en MCF-7 (Figura 6a) como en MDA-MB-231
(Figura 6b) se seleccion6 la concentracion de 100 nM, debido a que el control negativo
no ocasionaba una disminucion de la supervivencia mayor al 10%, mientras que el
inhibidor del miR-1307-3p provocd una disminucion cercana al 20%, algo deseable en las
pruebas de funcionalidad que se evaluaron después, ya que si la disminucién fuera
superior al 20%, el efecto en las siguientes pruebas podria ser atribuido a una disminucién

en el numero de células y no a una inhibicién de los procesos evaluados.
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Figura 6. Determinacién de la concentracién de inhibidor del miR-1307-3p para las pruebas de
funcionalidad. Empleando el reactivo MTS, se evalu6 la supervivencia de las lineas celulares a) MCF-7 y
b) MDA-MB-231a las 72 h, con la finalidad de identificar la concentracion correcta de inhibidor para la
transfeccion. En ambas lineas celulares la concentracion seleccionada fue 100 nM de inhibidor. Los datos
fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomé como significativo un valor de p<0.05. Los resultados
se presentan como la media + DE de 3 experimentos independientes por triplicado.
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7.4 Efecto del miR-1307-3p en la proliferacion

Después de determinar la concentracion de inhibidor del miR-1307-3p correcta para los
ensayos de funcionalidad, se procedi6 a evaluar el efecto del miRNA en la proliferacion
de ambas lineas celulares empleando la técnica de formacion de colonias. Los resultados
obtenidos muestran que la transfeccion del inhibidor del miR-1307-3p a una
concentracion de 100 nM provoca una disminucion del 16.92% en la formacién de
colonias en la linea MCF-7 (Figura 7), mientras que en la linea MDA-MB-231, se observa
una disminucion del 32.02% (Figura 8). Nuestros resultados sugieren que el miR-1307-

3p promueve la capacidad clonogénica de ambas lineas celulares.
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Figura 7. Efecto del miR-1307-3p en la proliferacion de las células MCF-7. La linea celular MCF-7
transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p presentd una disminucién del 16.92% en la
capacidad de formar colonias en comparacién con las células tratadas con el control negativo. Los datos
fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tom6 como significativo un valor de p<0.05. Los resultados
se presentan como la media + DE de 3 experimentos independientes por triplicado.
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Figura 8. Efecto del miR-1307-3p en la proliferaciéon de las células MDA-MB-231. La linea celular
MCEF-7 transfectada con [100 nM] del inhibidor del miR-1307-3p presentd una disminucién del 16.92% en
la capacidad de formar colonias en comparacion con las celulas tratadas con el control negativo y con las
ceélulas no tratadas. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomd como significativo un
valor de p<0.05. Los resultados se presentan como la media £ DE de 3 experimentos independientes por
triplicado.

7.5 EI mir-1307-3p promueve la migracion e invasion en cancer de mama

A continuacién, evaluamos el efecto de la inhibicion de miR-1307-3p en otros procesos
implicados en la progresion del CaMa, especificamente la migracion y la invasion, que
estan asociadas con el potencial metastasico (Saha et al., 2021). Las células MCF-7
mostraron una reduccion del 42.31% en la migracion (p=0.0001) (Figura 9) y una
reduccion del 49.88% en la invasion (p=0.0001) (Figura 10), mientras que las células
MDA-MB-231 presentaron una disminucién del 50.51% en la migracion (p=0.0001)
(Figura 11) y una disminucién del 59.91% en la invasion (p=0.0001) (Figura 12). Estos
hallazgos indican que miR-1307-3p contribuye a la promocion de la migracion y la

invasion en ambas lineas celulares.
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Figura 9. Efecto del miR-1307-3p en la migracién de las células MCF-7. La linea celular MCF-7
transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p presentd una disminucién del 42.31% en la
capacidad migratoria en comparacién con las células tratadas con el control negativo y con las células no
tratadas. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tom6 como significativo un valor de
p<0.05. Los resultados se presentan como la media + DE de 3 experimentos independientes por triplicado.
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Figura 10. Efecto del miR-1307-3p en la invasiéon de las células MCF-7. La linea celular MCF-7
transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p presenté una disminucién del 49.88% en su
capacidad invasiva en comparacion con las células tratadas con el control negativo y con las células no
tratadas. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomd como significativo un valor de
p<0.05. Los resultados se presentan como la media £ DE de 3 experimentos independientes por triplicado.
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Figura 11. Efecto del miR-1307-3p en la migracidn de las células MDA-MB-231. La linea celular MDA-
MB-231 transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p present6 una disminucién del 50.51% en
su capacidad migratoria en comparacion con las células tratadas con el control negativo y con las células no
tratadas. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tom6 como significativo un valor de
p<0.05. Los resultados se presentan como la media + DE de 3 experimentos independientes por triplicado.
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Figura 12. Efecto del miR-1307-3p en la invasion de las células MDA-MB-231. La linea celular MDA-
MB-231 transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p present6 una disminucién del 59.91% en
su capacidad invasiva en comparacion con las células tratadas con el control negativo y con las células no
tratadas. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomd como significativo un valor de
p<0.05. Los resultados se presentan como la media £ DE de 3 experimentos independientes por triplicado.

7.6 EI miR-1307-3p promueve la angiogénesis en células HUVEC

Otro proceso importante involucrado en la progresion del CaMa es la formacion de nuevos
vasos sanguineos, conocido como angiogénesis, la cual es esencial en el microambiente
tumoral, ya que permite que el tumor obtenga los nutrientes necesarios para seguir
creciendo. Después de la transfeccion con 100 nM de inhibidor del miR-1307-3p, se
observo una disminucion significativa (p=0.0022) en la capacidad de las células de formar
anillos, en comparacion con el grupo tratado con el control negativo del inhibidor y con
las células no tratadas (Figura 13). Los datos obtenidos indican que el miR-1307-3p

promueve la angiogénesis en las células Huvec.
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Figura 13. Efecto del miR-1307-3p en la angiogénesis de las células HUVEC. La linea celular HUVEC
fue transfectada con 100 nM del inhibidor del miR-1307-3p. Present6 una disminucién significativa en su
capacidad de formar anillos en comparacion con las células tratadas con el control negativo (p=0.0022) y
con las células no tratadas (p=0.0009). Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomé
como significativo un valor de p<0.05. Los resultados se presentan como la media + DE de 3 experimentos
independientes por triplicado.

7.7 Identificacion de los blancos del miR-1307-3p en cancer de mama

Para comprender mejor el efecto del miR-1307-3p en la progresion del CaMa, exploramos
los posibles genes blanco del miR-1307-3p en diversas bases de datos especializadas de
miRNAs y se seleccionaron los 100 blancos principales de cada una de ellas. Después,
seleccionamos los genes que aparecen en al menos tres bases de datos distintas. Este
enfoque aumenta la probabilidad de seleccionar blancos verdaderos del miR-1307-3p,
debido a los diversos algoritmos y criterios de seleccion empleados por cada base de datos.
El siguiente paso consistié en evaluar los genes identificados mediante RT-gPCR para
confirmar experimentalmente el efecto del miR-1307-3p sobre estos posibles blancos. El

analisis de nueve bases de datos: TargetScan, miRDB, RNA Central, RNA22, miSTAR,
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DIANA, miRmap, miRabel, MicroT, revelé 17 potenciales blancos (Tabla 1). Los
resultados mostraron 1 blanco que incremento su expresion, 11 blancos cuya expresion no
sufrié cambios y 5 blancos regulados negativamente (Figura 14). La Figura 14 presenta
un analisis simplificado de la expresion diferencial de genes, centrdndose en los cambios
de expresion empleando el método 224CT con los datos obtenidos de la gPCR. Esta
representacion ofrece una clara imagen de las variaciones en la actividad de los genes. Los
genes regulados positivamente que superan el umbral de 0.15 y los genes regulados
negativamente que caen por debajo de -0.15, lo que facilita una comprension inmediata
de su estado regulatorio. Este enfoque resalta la utilidad del cambio de expresion como
una métrica singular para evaluar los patrones de expresion génica, simplificando el
proceso interpretativo mientras se proporcionan valiosos conocimientos sobre los
mecanismos de regulacion génica. Solo un blanco, PRM2, cumpli6 los criterios para una
evaluacion adicional, que incluian un aumento en su expresion después de la transfeccion
con el inhibidor del miR-1307-3p y una actividad reportada o sugerida como supresor
tumoral. Basados en estos criterios, PRM2 fue seleccionado para evaluar su expresion a

nivel de proteina mediante Western blot.
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Tabla 1. Blancos probables del miR-1307-3p

Gen

Nombre

RASSF2
NADSYN1
BCL2
SPERT
TMEM158
BAIAP3
BRD3

RP9
VKORCI1L1
TAGLN3
VPS37C
PRKCZ
AGAP1
PRM2
TNPO2
ISM1
NUCKS1

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 2
NAD synthetase 1

B-cell CLL/lymphoma 2

Spermatid associated

Transmembrane protein 158

BAIl-associated protein 3

Bromodomain containing 3

Retinitis pigmentosa 9

Vitamin K epoxide reductase complex. subunit 1-like 1
Transgelin 3

Vacuolar protein sorting 37 homolog C

Protein kinase C. zeta

ArfGAP with GTPase domain. ankyrin repeat and PH domain 1

Protamine 2
Transportin 2
Isthmin 1

Nuclear casein Ikinase and cyclin dependent kinase substrate 1
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Figura 14. Cambios en la expresion génica de los genes blanco del miR-1307-3p usando un inhibidor
de miR-1303-3p. El eje Y muestra los cambios de expresién, estableciendo la muestra transfectada con el
control del inhibidor como la linea base (con un valor de 0). Los cambios de expresion mostrados se calculan
utilizando el método 222°t que compara directamente la expresion diferencial con esta linea base. Este
enfoque cuantifica efectivamente la diferencia en abundancia en relacion con la muestra transfectada con el
inhibidor del miR-1307-3p. Este grafico de volcan simplificado distingue entre genes regulados
positivamente, estables y regulados negativamente utilizando umbrales de cambio de expresién de 0.15y -
0.15, respectivamente. Los genes regulados negativamente estdn marcados en rojo, los genes regulados

positivamente en azul y los genes con expresion estable en gris. El experimento se realiz6 en una réplica
técnica Unica en triplicado.

7.8 Expresion de la proteina PRM2 en las lineas celulares de cancer de mama

Los cambios en el nivel de proteina PRM2 tras la transfeccién con el inhibidor de miR-
1307-3p se confirmaron mediante Western blot. PRM2 mostré un aumento del 14%
(p=0.0009) en la expresion en comparacién con las células tratadas con el control
negativo, lo que indica que PRM2 es un blanco del miR-1307-3p (Figura 15). También
evaluamos la expresion de PRM2 en un panel de lineas celulares de CaMa para determinar
si PRM2 se expresaba en diferentes lineas celulares de esta patologia (Figura 16). Los
resultados obtenidos mostraron que PRM2 se expresa con intensidad variable en

diferentes lineas celulares de CaMa.
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Figura 15. Expresion de PRM2 en cancer de mama. Expresion de PRM2 en la linea celular MDA-MB-
231. Latransfeccion con el inhibidor del miR-1307-3p a una concentracion de 200 nM provocé un aumento
en la expresion de la proteina PRM2 en las células de CaMa. Los datos fueron analizados con la prueba de
ANOVA. Se tomé como significativo un valor de p<0.05. Los resultados se presentan como la media + DE
de 3 experimentos independientes
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Figura 16. Expresion de PRM2 en diferentes lineas celulares de cancer de mama. El analisis de la
expresion de PRM2 en 6 lineas celulares de CaMa demostr6 que se expresa con diferente intensidad en cada
una de ellas, pero que se encuentra presente en todas. Los resultados representan una medicion
independiente en cada linea celular.
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7.9 Validacion de la interaccion entre el miR-1307-3p y la 3'UTR del mRNA de
PRM2

Para confirmar la interaccion entre el miR-1307-3p y la 3'UTR del mRNA de PRM2,
realizamos un ensayo de luciferasa dual, el cual mide la union directa del miR-1307-3p a
la regién 3'UTR del mRNA de PRM2. La Figura 17a muestra la union predicha por la

plataforma TargetScan (www.targetscan.org) (Agarwal et al., 2015; McGeary et al.,

2019). En comparacién con la transfeccién con el control negativo del inhibidor, la
transfeccion con el inhibidor del miR-1307-3p en células MDA-MB-231 resulté en un
aumento en la actividad de la luciferasa (p=0.0067), debido a que el inhibidor bloguea la
unién del miR-1307-3p enddgeno con la region del vector que contiene la secuencia de
PRM2 (Figura 3.), lo que indica que el miR-1307-3p se une directamente a la 3'UTR del
MRNA de PRM2 (Figura 17b). En conjunto, estos resultados indican que PRM2 es un

blanco directo del miR-1307-3p en las células de CaMa.

a)
Position 193-200 of PRM2 3'UTR 5'..CAAGCCCUGAGUUGCEGCCGAGA..
miR-1307-3p 3'... GUGCUGGCUGCGGUGLGGEULA
b) = 0.4- Inhibidor del miR-1307-3p
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Figura 17. Interaccion entre el miR-1307-3p y su blanco PRM2. a) Representacidn esquemaética de la
region apareada entre el miR-1307-3p y PRM2, segun lo predicho por TargetScan. b) Se realiz6 un ensayo
dual de luciferasa para evaluar la unién del miR-1307-3p a la 3’UTR de PRM2 utilizando 200 nM de
inhibidor de miR-1307-3p. Los datos fueron analizados con la prueba de ANOVA. Se tomé como
significativo un valor de p<0.05. Los resultados se presentan como la media £ DE de 3 experimentos
independientes por triplicado.
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7.10 Vias de sefializacion asociadas con miR-1307-3p y PRM2

Para determinar las interacciones moleculares entre PRM2 y otros genes, utilizamos el
software IPA. El analisis revel0 interacciones entre PRM2 y RAB, un miembro de la
subfamilia RAS, familia oncogénica RAS similar a 6 (RABL6), que ha sido reportado
como una molécula importante en diversos tipos de cancer, incluido el CaMa (Feng et al.,
2020; Kohlmeyer et al., 2020; Li et al., 2013) (Figura 18a). Ademas, con la ayuda de IPA,
construimos una posible via de sefializacién como resultado de la interaccion entre el miR-
1307-3p y PRM2 en células de CaMa (Figura 18b). Es importante destacar que estos datos
sirven como punto de partida para estudios posteriores donde se pueden validar

experimentalmente.

7.11 Asociacion entre la expresion del miR-1307-3p y PRM2 con la supervivencia
global y la supervivencia libre de recaida en pacientes con cancer de mama

Para determinar la relevancia clinica de la expresion de miR-1307-3p y PRM2 en CaMa,
realizamos un analisis de Kaplan-Meier utilizando la base de datos de pacientes KM-

plotter (www.kmplot.com). Los graficos generados muestran que los pacientes con una

mayor expresion del miR-1307-3p exhiben una menor supervivencia global (OS) en
comparacion con aquellos con una expresion disminuida del miR-1307-3p (p=0.00022)
(Figura 18c). Por el contrario, los pacientes con una mayor expresion de PRM2 tuvieron
una supervivencia libre de recaida (RFS) mas prolongada que aquellos con una baja
expresion de PRM2 (p=0.012) (Figura 18d). Estos resultados indican que la regulacion de
PRM2 por el miR-1307-3p esta asociada con la OS y la RFS de los pacientes con BC.
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Figura 18. Relevancia clinica de la posible via de sefializacién que involucra al miR-1307-3p y PRM2
en cancer de mama. a) Analisis IPA en el que se muestra la interaccion de PRM2 con RABLG6. b)
Construccion de un posible modelo de via de sefializacién entre el miR-1307-3p y PRM2 en CaMa a través
del andlisis IPA. c) Gréfico de Kaplan-Meier (KM) que muestra que la supervivencia global (OS) se reduce
en pacientes con CaMa que tienen niveles mas altos de expresién del miR-1307-3p. d) Por el contrario, una
mayor expresion de PRM2 conduce a un aumento en la supervivencia libre de recaida (RFS). Los graficos

se generaron utilizando el plotter de Kaplan-Meier (KM) (www.kmplot.com).
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8. DISCUSION

En nuestro trabajo identificamos que el miR-1307-3p desempefia un papel oncogénico en
la progresion del CaMa, ya que la disminucion del miR-1307-3p redujo la proliferacion,
migracion e invasion de las células de CaMa y la angiogénesis de las células HUVEC.
Ademas, encontramos PRM2 un blanco del miR-1307-3p que no habia sido reportado

previamente en CaMa.

Observamos una sobreexpresion de miR-1307-3p en las lineas celulares MCF-7 y MDA.-
MB-231, consistente con los hallazgos reportados por Han et al. en 2019. Sin embargo,
ellos reportaron una mayor expresion del miRNA en la linea celular MDA-MB-231 (Han
etal., 2019), mientras que nosotros, detectamos una expresion incrementada en las células
MCEF-7. Estas discrepancias pueden deberse al uso de SNORD44 como control enddgeno
en lugar de U6, que fue utilizado por Han et al. en 2019 (Han et al., 2019). Se ha
documentado que U6 exhibe fluctuaciones en la expresion a través de multiples lineas
celulares, lo que lo hace poco confiable para el analisis de expresion de miRNAs (Appaiah
etal., 2011; Xiang etal., 2014). En otros estudios, Shimomura et al. reportaron un aumento
en los niveles de miR-1307-3p en el suero de pacientes en las etapas tempranas de CaMa,
utilizando miR-149-3p como control enddgeno, lo que sugiere un efecto como oncoMir
del miR-1307-3p (Shimomura et al., 2016). Sin embargo, la comparacion entre los datos
de distintos grupos de trabajo no siempre es sencilla, debido a variaciones en la naturaleza
de las muestras o al uso de diferentes controles endogenos para la normalizacion de
valores (Chugh & Dittmer, 2012; Schwarzenbach et al., 2015). Nuestros datos confirman
la sobreexpresion de miR-1307-3p en células de CaMa, alinedndose con hallazgos previos

y proporcionando evidencia de su papel oncogeénico.

Por otra parte, existe un informe que describe un papel contrastante de miR-1307-3p en
CaMa, es decir, un efecto supresor tumoral, ya que su elevada expresion conduce a la
sensibilizacion de las células de CaMa a la terapia con cisplatino al regular negativamente
a MDM4 (X. Wang & Zhu, 2018). Este efecto contrario del miR-1307-3p podria atribuirse
a los cambios metabolicos inducidos por la exposicion prolongada al cisplatino durante el

proceso de establecimiento de lineas celulares de CaMa resistentes a este farmaco (Cocetta
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etal., 2020). Estos efectos contrastantes resaltan la necesidad de realizar mas estudios para
comprender mejor el efecto del miR-1307-3p en la progresion del CaMa.

Una limitacion de nuestro estudio es que los niveles de expresion basal del miR-1307-3p
solo se analizaron en dos lineas celulares de CaMa. Por lo tanto, es necesario evaluar la
expresion de este miRNA en una mayor variedad de lineas celulares de CaMa, utilizando
SNORDA44 como control endégeno, para obtener un panorama mas claro de la expresion

de miR-1307-3p en esta patologia.

Hay pocos informes sobre el efecto funcional del miR-1307-3p en la progresion del CaMa.
Nuestros hallazgos indican que la inhibicion de miR-1307-3p disminuyé
significativamente la proliferacion de las células de CaMa. Los resultados son coherentes
con los reportados por Han et al., quienes demostraron que la inhibicion de la expresion
de miR-1307-3p mediante un vector lentiviral resulté en una reduccion de la proliferacién
de las células de CaMa MDA-MB-468, ocasionando una disminucion del crecimiento en
agar blando (Han et al., 2019). Ambos estudios destacan el papel del miR-1307-3p en la
proliferacion, a pesar del uso de diferentes métodos experimentales y técnicas de

transfeccion.

Ademas, al emplear el inhibidor del miR-1307-3p observamos una reduccién en las
capacidades migratorias e invasivas de las células de CaMa. Hasta el momento, nuestro
estudio es el Unico en el que se ha evaluado el papel de miR-1307-3p en los procesos de
migracién e invasion en CaMa. Sin embargo, hay estudios que examinan estos procesos
en otros tipos de cancer. En 2019, Chen et al. reportaron que una reduccion en los niveles
del miR-1307-3p conduce a una disminucion de la migracién y la invasién en las lineas
celulares de carcinoma hepatocelular MHCC97H y HCCLM3 (Chen et al., 2019). Por otro
lado, en 2022, Guo et al. demostraron que la inhibicion del miR-1307-3p a través del RNA
circular circDIDOL1 afecta significativamente la migracion y la invasion de las células de
cancer gastrico MGC-803 y HCG-27 (Guo et al., 2022). En 2020, Jiao et al. encontraron
que el RNA circular circRNA_101308 puede reducir la migracion y la invasion en las
lineas celulares de cancer cervical SiHa, CaSki y HelLa al afectar al miR-26a-5p, miR-
196a-5p, miR-196b-5p, miR-355-3p y miR-1307-3p (Jiao et al., 2020).
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Es notable que los miRNAs pueden exhibir diferentes funciones dependiendo de su
localizacion en distintos tejidos y 6rganos. (Nalawade & Singh, 2023; Zhang et al., 2017).
La ubicacion de estas moléculas puede determinar si actdan como oncoMirs o tsMirs
(Svoronos et al., 2016). Sin embargo, todos los informes sobre el papel de miR-1307-3p
en la migracion y la invasion se alinean con su comportamiento oncogénico,

independientemente del tipo de cancer estudiado.

En cuanto al papel del miR-1307-3p en la angiogénesis, nuestros datos mostraron por
primera vez que la inhibicion de miR-1307-3p reduce significativamente la capacidad de
las células HUVEC para formar nueva vasculatura, lo cual es crucial para el
mantenimiento tumoral. Previamente se ha reportado que los miRNAs desempefian
papeles clave en la regulacion de la angiogénesis (Hussen et al., 2021). En 2015, Garcia-
Donas et al. empleando técnicas de bioinformética y secuenciacién, demostraron que el
miR-1307-3p podria estar involucrado en la respuesta a farmacos antiangiogénicos como
los inhibidores de la tirosina quinasa en células de carcinoma de células renales
metastasico (Garcia-Donas et al., 2016). El enfoque mencionado podria aplicarse para
predecir el efecto de miR-1307-3p en otros tipos de cancer, como el CaMa (Chen et al.,
2019).

A pesar de los informes sobre el miR-1307-3p y su efecto oncogénico en CaMa, se sabe
poco sobre los blancos de este miRNA que se encuentran involucrados en su funcién. Los
resultados obtenidos de la RT-gPCR en placa personalizada empleando blancos
identificados bioinforméaticamente, revelaron solo un blanco potencial del miR-1307-3p,
PRM2, que fue confirmado por ensayos de Western blot y de luciferasa dual. También
evaluamos a PRM2 en diferentes lineas celulares de CaMa, observando que se expresa
con niveles variables y que esta expresion es inversamente proporcional a la expresién del
miR-1307-3p. Detectamos una mayor expresion de este miRNA en las células MCF-7 que
en las células MDA-MB-231. En contraste, la expresion de PRM2 fue mayor en las células
MDA-MB-231 que en las células MCF-7, lo que indica una relacion inversa entre la
expresion del miR-1307-3p y PRM2, una relacion esperada entre la interaccion de un

oncoMir y su mRNA blanco.
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Los humanos expresan dos tipos de protaminas: PRM1y PRM2, ambas desempefian roles
en la condensacion de la cromatina (Gunther et al., 2015). Las protaminas se caracterizan
por su riqueza en arginina y cisteina, lo que les permite interactuar con el esqueleto de
ADN cargado negativamente, conduciendo asi a la represion transcripcional (Millar et al.,
2000). Ademés, se ha demostrado que su induccion en células somaticas suprime la
division celular en células tumorales. Un estudio demostré que en E. coli y en células
cancerosas cervicales HeL a, la expresion de protamina disminuye la proliferacion celular.
Sin embargo, su expresion se ha asociado principalmente con el tejido testicular y
problemas de fertilidad masculina (Glnther et al., 2015; Ren et al., 2021). Por esta razon,
fue inesperado detectar la expresion de la proteina PRM2 en la linea celular MDA-MB-
231, a pesar de que multiples bases de datos indican que es un blanco potencial del miR-
1307-3p. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que reporta la presencia de PRM2
en células de CaMa, lo que presenta una oportunidad significativa para investigar mas a
fondo su papel y obtener conocimientos sobre la biologia de esta proteina en el tejido

mamario y sus implicaciones.

En general, inhibir la expresion del miR-1307-3p reduce la progresion del CaMa al
disminuir la proliferacion, migracion, invasién y angiogénesis. Sin embargo, es necesario
evaluar el efecto del miR-1307-3p sobre estos procesos después de usar el inhibidor de
miRNA a diferentes concentraciones, algo que se abordara en estudios futuros. Los efectos
bioldgicos asociados con los niveles elevados del miR-1307-3p observados en el CaMa
podrian ocurrir a través de su blanco PRM2, identificado por primera vez en este proyecto
de investigacion. Por lo que, en este sentido, seria importante evaluar el efecto bioldgico
de inhibir la expresion de PRM2 con siRNAs en los procesos involucrados en la

progresion del CaMa, al igual que escalar a un modelo in vivo.

La via de sefializacion predicha por IPA indica una interaccion entre el oncogén RABL6
y el gen blanco PRM2. Esta interaccion disminuye la expresion de PRM2, lo que, en
conjunto con la expresion del miR-1307-3p, resulta en una inhibicion ain mayor de este
gen. Esto podria provocar una descondensacion de la cromatina en regiones genomicas

asociadas con la expresion de oncogenes, favoreciendo la progresion del cancer de mama,
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lo que podria explicar la disminucion en la supervivencia observada en los anélisis

bioinformaticos.
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9. CONCLUSIONES

e EI miR-1307-3p se encuentra sobreexpresado en las lineas de CaMa.MCF-7 y
MDA-MB-231.

e Lasobreexpresion de miR-1307-3p promueve la proliferacion del CaMa.

e Lasobreexpresion de miR-1307-3p favorece los procesos de migracion e invasion
en CaMa.

e Lasobreexpresion de miR-1307-3p promueve el proceso de angiogénesis.

e PRM2 se encuentra expresado en células de CaMa y constituye un blanco del miR-
1307-3p.

e PRMZ2 podria actuar como un gen supresor de tumores que es regulado a nivel

postranscripcional por el miR-1307-3p

Por lo tanto, se debe investigar mas a fondo el mecanismo molecular mediante el cual
PRM2 es regulado por miR-1307-3p en las células de CaMa. Por todo lo anterior nuestros
resultados indican un papel oncogénico del miR-1307-3p en CaMa, que podria ser
mediado a través de su blanco PRM2, ampliando el conocimiento de este miRNA en la
progresion del CaMa y abriendo la posibilidad de emplearlo como blanco terapéutico en

conjunto con los tratamientos ya existentes en CaMa.

También se debe examinar el efecto bioldgico de eliminar o disminuir la expresion de
PRMZ2 en los procesos involucrados en la progresion del CaMa. En este sentido, el uso de
moléculas como los siRNA podria ser un enfoque adecuado, al igual que escalar a un
modelo in vivo. Asi como evaluar si la sobreexpresion de PRM2 provoca una disminucion

de miR-1307-3p en células de CaMa. Utilizar inhibidores del miR-1307-3p junto con
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tratamientos existentes podria representar un enfoque novedoso para el tratamiento del

CaMa.
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10. PERSPECTIVAS

o Validar el efecto de PRM2 empleando siRNAs en las pruebas de funcionalidad:
proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis.

e Evaluar el efecto del miR-1307-3p y PRM2, solos y en combinacion con
quimioterapia en un modelo murino para determinar su efecto en la progresion del
CaMa.
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