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Resumen

El cancer es un conjunto de enfermedades provocado por un grupo de células que se
multiplican sin control de manera autonoma, invadiendo localmente y a distancia
otros tejidos. En nuestro grupo de investigaciéon nos enfocamos en el cancer de
mama, el cual se forma en las células de la glandula mamaria. Cuando se realiza el
diagnoéstico de este cancer se procede a brindar tratamiento como quimioterapia y
radioterapia, los cuales no siempre tienen éxito ya que el tumor tiende a resurgir.
Esto se le atribuye a la existencia de un grupo de células denominadas células
madre del céncer, las cuales resultan de gran interés, debido a que originan,
mantienen y expanden los tumores. Los marcadores de superficie celular
CD44+/CD24- se han establecido como biomarcadores minimos para las células
madre del cancer de mama. Diversos mecanismos se han visto involucrados en el
mantenimiento de los tumores y de las células madre del cancer, en los cuales
participan oncogenes y supresores de tumor. Uno de los participantes mas
importantes son los miRNAS, los cuales se han visto implicados en el desarrollo y la
progresion de casi todos los tipos de tumor. EIl mir-204 es un miRNA que se
encuentra reprimido en cancer de mama y altera la proliferaciéon celular, el
crecimiento, la migracion, la invasién y la formacion de redes capilares de la
angiogénesis y del mimetismo vasculogénico. Sin embargo, su papel funcional en el
establecimiento y mantenimiento de las células troncales en cancer de mama auin no
ha sido estudiado, por lo que en nuestro grupo de trabajo nos preguntamos cual es el
papel funcional del miR-204 en la expresion de genes asociados al mantenimiento de
las células troncales de cancer de mama. Para responder a esta pregunta nos dimos
a la tarea de obtener la subpoblacion de células con fenotipo troncal de la linea
celular MDA-MB-231 utilizando los marcadores de membrana CD24 y CD44, con
esto obtuvimos un porcentaje superior al 83% de células con este fenotipo. Una vez
obtenidas las células con fenotipo troncal CD44+/CD24- restauramos la expresion
ectdpica del miR-204 y realizamos ensayos de mimetismo vasculogénico para
conocer si este miRNA podria estar regulando esta caracteristica distintiva de las

células troncales tumorales del cancer de mama. De manera interesante
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encontramos que en las células donde se restaurd la expresion del miR-204, la
formacion de los canales capilares y de los puntos de ramificacion caracteristicos del
mimetismo vasculogénico se disminuyd significativamente en comparacién con las
células que no fueron transfectadas. En conjunto realizamos ensayos con la linea
parental MDA-MB-231 donde logramos identificar que la sobreexpresion de este
MIiRNA disminuye de un 83.6% a un 45.1% en el porcentaje de las células con
fenotipo troncal CD44+/CD24-. De igual manera encontramos que el miR-204 tiene la
capacidad de inhibir la formacién de esferoides y de disminuir su tamafio de manera
significativa, por lo que presentamos evidencia de que el miR-204 tiene un papel
funcional importante en la regulacion del surgimiento de las células con fenotipo

troncal del cancer de mama asi como en sus caracteristicas distintivas.
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Abstract

Cancer is a group of diseases caused by a group of cells that multiply autonomously
uncontrolled, invades locally and remotely other tissues. In our research group we
focus on breast cancer, which forms in the cells of the mammary gland. When the
diagnosis of this cancer is made, treatment such as chemotherapy and radiotherapy
is provided, which are not always successful since the tumor tends to reappear. This
is attributed to the existence of a group of cells called cancer stem cells, which are of
great interest, because they originate, maintain and expand tumors. The
CD44+/CD24- cell surface markers have been established as minimal biomarkers for
breast cancer stem cells. Various mechanisms have been involved in the
maintenance of tumors and cancer stem cells, in which oncogenes and tumor
suppressors participate. One of the most important participants are miRNAs, which
have been implicated in the development and progression of almost all tumor types.
Mir-204 is a miRNA that is repressed in breast cancer and alters cell proliferation,
growth, migration, invasion and the formation of capillary networks of angiogenesis
and vasculogenic mimicry. However, its functional role in the establishment and
maintenance of stem cells in breast cancer has not yet been studied, so in our
working group we asked ourselves what is the functional role of miR-204 in the
expression of associated genes. to the maintenance of breast cancer stem cells. To
answer this question, we undertook the task of obtaining the subpopulation of cells
with a stem phenotype of the MDA-MB-231 cell line using the membrane markers
CD24 and CD44, with this we obtained a percentage higher than 83% of cells with
this phenotype. Once the cells with the CD44+/CD24- stem phenotype were obtained,
we restored the ectopic expression of miR-204 and performed vasculogenic mimicry
assays to determine if this miRNA could be regulating this distinctive characteristic of
breast cancer tumor stem cells. Interestingly, we found that in cells where miR-204
expression was restored, the formation of capillary channels and branch points
characteristic of vasculogenic mimicry was significantly decreased compared to cells
that were not transfected. Together we carried out tests with the MDA-MB-231
parental line where we were able to identify that the overexpression of this miRNA
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decreases from 83.6% to 45.1% in the percentage of cells with a CD44+/CD24- stem
phenotype. Similarly, we found that miR-204 has the ability to inhibit the formation of
spheroids and to decrease their size significantly, so we present evidence that miR-
204 has an important functional role in regulating the emergence of spheroids. cells
with the stem phenotype of breast cancer as well as their distinctive characteristics.
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I. Introduccién

1.0 Antecedentes Generales

1.1 Cancer

De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer el cancer es el nombre que se le da a un
conjunto de enfermedades relacionadas (https://www.cancer.gov), el cual es
provocado por un grupo de células que se multiplican sin control de manera
autonoma, invadiendo localmente y a distancia otros tejidos (Puente et al., 2019). En
los hombres, los porcentajes mas altos ocurren en la prostata, pulmon, bronquios,
colon, recto y vejiga urinaria, respectivamente. En las mujeres, la prevalencia es mas
alta en los senos, pulmones, bronquios, colon, recto, cuerpo uterino y tiroides,
respectivamente (Hossein et al.,, 2017). Las células cancerosas adquieren
capacidades biol6gicas que las caracterizan, incluyendo la autonomia en la
produccion de sefiales de crecimiento, resistencia a la muerte celular, permiten la
inmortalidad replicativa, evaden los supresores del crecimiento, inducen
angiogénesis, activan la invasién, metastasis y la evasién de la respuesta inmune
(Hanahan et al., 2000; Hanahan et al., 2011).

El cancer se caracteriza por el aumento de volumen en un tejido, al cual se le
denomina tumor y esta formado por un grupo de células que proliferan de manera
excesiva e incontrolada, capaces de invadir otros tejidos del cuerpo a través del
sistema sanguineo y del sistema linfatico para proliferar en la nueva localizacion
(Dolores et al., 2008). Hay dos tipos generales de tumores: tumores benignos y
tumores malignos. Un tumor benigno esta compuesto por células que no invadiran
otros tejidos u Organos del cuerpo, aunque puede seguir creciendo de forma
anormal. Un tumor maligno esta compuesto de células que invaden la membrana

basal y se propagan a otras partes del cuerpo (Hanahan et al., 2000; Hanahan et al.,

2011).
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1.2 Carcinogénesis

El cancer es de origen monoclonal, para que una célula normal cambie su fenotipo y
se convierta en una célula neoplasica deben ocurrir mutaciones genéticas en la
mismas, las cuales modifican los productos codificados por el gen afectado vy
eventualmente produce cancer (Martin et al, 2020). La carcinogénesis es un proceso
de varias etapas en el cual las células normales sufren cambios genotipicos y
fenotipicos a los que se les atribuye la transformacion celular, mediante la cual
adquieren capacidades para proliferar de manera incontrolada, asi como la de
invadir y formar metéstasis en érganos distantes (Granados et al, 2012). Este
proceso puede ser resultado de eventos endégenos, como errores en la replicacion
del ADN, intercambio de crométides hermanas y cambios en la ploidia de las células
(Nowell et al, 1986). También puede ser resultado de procesos exdgenos como
radiaciones ionizantes 0 exposiciones a carcinégenos quimicos. Aunque las células
tienen mecanismos para reparar las alteraciones producidas en el genoma, como
sustituciones de una bases, inserciones 0 deleciones de segmentos pequefios 0
grandes de ADN, reordenamientos en los que el ADN se ha roto y luego se ha unido
a un segmento de ADN de otra parte del genoma y reducciones en el numero de
copias que pueden resultar en la ausencia total de una secuencia de ADN, a veces
hay errores en los mecanismos de reparacién y los cambios introducidos en el
genoma permanecen (Straton et al, 2009).

La carcinogénesis puede dividirse en 4 fases: iniciacion tumoral, promocion tumoral,
transformacién maligna y progresion tumoral (Civetta M, 2011).

El factor clave de la carcinogénesis es la acumulacion de mutaciones a lo largo del
proceso que en parte puede ser favorecida por la inestabilidad gendémica que
adquieren las células malignas durante el proceso (Loeb 1991). Durante la iniciacion
del tumor los agentes carcinogénicos iniciadores (agentes quimicos, agentes fisicos o
bioldgicos) provocan alteraciones genéticas o epigenéticas en las células normales
que conducen a la activacion de proto-oncogenes o inactivacion de genes

supresores de tumores, dando lugar a células malignas (Williams 2001), esto ocurre
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a nivel del genoma y las alteraciones pueden darse en los tumores benignos y
malignos (Civetta M, 2011). La promocion consiste en la expansion clonal de las
células iniciadas, representa la etapa de crecimiento tisular, participan los receptores
y factores de crecimiento, se promueve la degradacién de la matriz extracelular para
dar inicio al proceso de angiogénesis (Civetta M, 2011), aumenta la tasa de
proliferacion celular facilitando la aparicion de tumores benignos o lesiones pre
malignas que serian reversibles en ausencia de nuevos promotores (Counts et al.,
1995; Counts et al., 1995; Klaunig et al., 2000). La transformacion maligna consiste
en la conversion de las células pre neoplésicas en células malignas y requiere de
alteraciones genéticas adicionales que pueden resultar en errores durante el
proceso de sintesis de ADN (Loeb et al., 1990). Cuando una célula o un grupo de
estas llegan a esta etapa, se considera que se pueden formar tumores pero que no
tienen potencial de invasion (Leon et al.,1990). La progresion tumoral consiste en la
expresion del fenotipo maligno y en la tendencia de las células malignas a adquirir
un fenotipo mas agresivo a lo largo del tiempo, lo cual implica la capacidad de invadir
tejidos vecinos o a distancia (Robbins et al, 1995). Durante este proceso pueden
ocurrir alteraciones genéticas y epigenéticas adicionales que confirieren una
autonomia en el crecimiento celular (independiente del carcin6geno o promotor) y
promueven la invasion y metastasis (Dixon et al., 2004; Pitot et al., 1991; Lutz 2000).
Estas finalmente otorgan al nuevo tumor mayor agresividad y la posibilidad de
invadir nuevos tejidos u organos (Civetta M, 2011).
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis. La iniciacion es la etapa en la
gue las células mutan y activan oncogenes o se inactivan los supresores
de tumor. La promocién radica en la expansion clonal de las células que
ya adquirieron mutaciones. En la transformacion las células pre
neoplésicas se convierten en células malignas. La progresion es la
tendencia de las células malignas a adquirir un fenotipo méas agresivo a lo
largo del tiempo e implica la capacidad de invadir tejidos vecinos o a
distancia (Santos, 2010).

1.3 Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en mujeres de todo el
mundo y es curable entre el 70 y el 80% de las pacientes con enfermedad no
metastasica en estadio temprano (Harbeck et al., 2019). Se origina en las células del
tejido mamario, estas células en una mujer adulta se reemplazan continuamente
durante su vida reproductiva, durante el embarazo y los ciclos menstruales, tal

recambio se rige por las células madre mamarias, que proliferan y se diferencian en
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progenitores bipotenciales y de linaje restringido, que finalmente generan las células
epiteliales mamarias maduras (Bath et al., 2019). En la mama pueden aparecer
tumores benignos constituidos por células que se dividen en exceso pero no pueden
dafiar o invadir otras partes del organismo y tumores malignos los cuales estan
compuestos por células que se dividen sin control, son capaces de destruir tejidos y
organos cercanos o de trasladarse y proliferar en otras partes del organismo
(metéstasis) (Civetta M 2011). Aunque no se conoce el origen exacto, son varios los

factores de riesgo que se relacionan con la aparicion del cAncer de mama

e Edad. Aunque el cancer de mama puede afectar a cualquier mujer, el riesgo
de padecerlo aumenta con la edad y la mayor incidencia se concentra entre
los 60 y los 70 afios (Siegel et al., 2017).

e Factores hormonales como la menarquia precoz (primera regla) y la
menopausia tardia (Sun et al., 2017).

e La ausencia de embarazo o tener el primer embarazo a una edad avanzada
(después de los 30 afios) son también factores de riesgo bien conocidos.

e Tratamiento hormonal sustitutivo, como la administraciéon de estrégenos y
progestagenos (hormonas sexuales femeninas) para tratar los sintomas de la
menopausia (Lancen et al., 2013).

e Los estilos de vida modernos, como el consumo excesivo de alcohol y de
grasas en la dieta, pueden aumentar el riesgo de cancer de mama debido a
que el consumo de alcohol puede elevar el nivel de hormonas relacionadas
con el estrégeno en la sangre y desencadenar las vias del receptor de

estrogeno (Sun et al., 2017).

Aunque existen diferentes tipos de cancer de mama, hay dos tipos principales
(Tavassoli et al., 2003) los carcinomas in situ y los carcinomas invasivos, los cuales
pueden surgir principalmente en los l6bulos encargados de la produccion de la leche
0 en los ductos que se encargan de llevar la leche al pezén (Figura 2).
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El carcinoma ductal in situ (CDIS) o lobular in situ (CLIS), no invasivo: se define
como una proliferacion de células epiteliales malignas dentro de las estructuras del
parénquima mamario sin evidencia de invasién de la membrana basal, en el cual el
crecimiento de células malignas, se limita en el conducto o I6bulos mamarios y no se
propaga al tejido circundante ni a otras partes del cuerpo. Aunque algunas veces
este tipo de céancer puede volverse invasivo (Tavassoli et al., 2003. Pinder et al.,
2003).

Carcinoma invasivo o infiltrante: las células malignas traspasan los limites de los
ductos o Iébulos al tejido circundante y dependiendo de si el cancer comienza en los
I6bulos o0 en los ductos se llamara carcinoma ductal invasivo (CDI) (es el mas
frecuente); o carcinoma lobular invasivo (CLI). Ambos tienen la capacidad de

extenderse a otras partes del cuerpo (Rosen et al., 1979).

Las caracteristicas clinicas e histologicas del cancer de mama son utilizadas como
elementos importantes para la definicion de los diferentes factores del prondstico y
del tratamiento de esta enfermedad, sin embargo, la identificacion de las
caracteristicas inmunohistoquimicas del tumor nos permiten diferenciar alteraciones
genéticas que proporcionan la posibilidad de clasificar el cancer de mama de una
manera mas adecuada en lo que se refiere a pronéstico y efectividad en el
tratamiento (Sorlie et al., 2003, Perou et al., 2000).

Analizado desde el punto de vista de la inmunohistoquimica el cancer de mama se
ha clasificado en cuatro grupos fundamentales, donde la presencia o ausencia de los
receptores de estrégenos son definitivos para la esta clasificacién (Uribe et al., 2010,
Pifiero et al., 2008), asi tenemos:

1. Tumores con receptores de estrégenos positivos:

a. LUMINAL A: receptores de estroOgeno positivos, receptor de progesterona
positivos, HER2 negativos.
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b. LUMINAL B: receptores de estrégenos positivos, receptores de progesterona

negativos, HER2 negativos.
2. Tumores con receptores de estrogeno negativos:

a. HER 2 NEU: receptores de estrégenos negativos, receptores de progesterona

negativos, HER2 positivos.

b. Triple negativo: receptores de estrégenos negativos, receptores de progesterona

negativos, HER2 negativos.

Vista de Lado del Seno

Musculo

Tejido Adiposo
(Grasa)

Conductos

Lobulilos

Figura 2. Anatomia del seno. Figura representativa de la anatomia
del seno femenino en la cual apreciamos los l6bulos productores de
leche y los conductos que transportan la leche al pezon (Stanford
Childrens Health).
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Tabla 1. Caracteristicas inmunohistoquimicas de los subtipos del cancer de

mama.

Luminal B Mixto Her2neu Triple
negativo
Luminal A
RE+ RE+ RE+/- RE- RE-
RP+ RP- RP+/- RP- RP-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-

1.4 Caracteristicas distintivas del cancer

Las caracteristicas distintivas del cancer comprenden capacidades biolégicas
adquiridas por las células durante el desarrollo de los tumores, estas incluyen la
capacidad de mantener la sefalizacion proliferativa, evadir los supresores de
crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir
la angiogénesis, activar la invasion y la metastasis (Figura 3), las cuales constituyen
un principio para comprender las complejidades de la enfermedad neoplasica
(Hanahan y Weinberg, 2000).

Mantenimiento de la sefializacidén proliferativa: Los tejidos normales controlan la
produccion vy liberacién de sefiales promotoras del crecimiento celular, regulando el

ciclo de crecimiento y la division celular en cada o6rgano y tejido del cuerpo,
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asegurando asi una homeostasis del nUmero celular y, por lo tanto, el mantenimiento
de la arquitectura y funcion normal del tejido. Las células cancerosas logran
desregular estas sefiales y se convierten en duefios de sus propios destinos
(Hanahan y Weinberg, 2011). Estas sefiales se transmiten a la célula mediante
receptores transmembranales que se unen a distintas moléculas de sefializacion
como factores de crecimiento difusibles, componentes de la matriz extracelular y
moléculas de adhesion/interaccion de célula a célula (Hanahan y Weinberg, 2000). Si
bien la mayoria de los factores de crecimiento son sintetizados por un tipo de célula
para estimular la proliferacion de otra (el proceso de sefializacion heterotipica),
muchas células cancerosas adquieren la capacidad de sintetizar factores de
crecimiento a las que responden ellas mismas, creando un circuito de sefializacion

de retroalimentacion positiva denominado estimulacién autocrina (Fedi et al.,1997).

Evasion de los supresores del crecimiento: En un tejido normal, multiples sefales
antiproliferativas operan para mantener la quiescencia celular y la homeostasis del
tejido; estas sefiales incluyen tanto inhibidores de crecimiento solubles como
inhibidores inmovilizados incrustados en la matriz extracelular y en las superficies de
las células cercanas. Estas sefiales inhibidoras del crecimiento, como sus
contrapartes de accion positiva, son recibidas por los receptores de la superficie
celular transmembranales acoplados a los circuitos de sefializacion intracelular
(Hanahan y Weinberg, 2000). A nivel molecular las sefiales antiproliferativas se
canalizan a través de la proteina de retinoblastoma (pRB), p107 y p130 cuando esta
en un estado hipofosforilado (Weinberg 1995). La proteina RB integra sefiales de
diversas fuentes extracelulares e intracelulares y, en respuesta, decide si una célula
debe 0 no pasar por su ciclo de crecimiento y division, por lo que la desregulacion de
esta proteina en tumores favorece la evasion de los supresores de crecimiento
(Burkhart y Sage, 2008, Deshpande et al., 2005).
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Evasion de la muerte celular: La capacidad que tienen las células de expandirse
estd determinada por la tasa de proliferaciéon y por la tasa de muerte celular, el
concepto de que la muerte celular programada por apoptosis sirve como una barrera
natural para el desarrollo del cancer se ha establecido mediante estudios funcionales
(Hanahan y Weinberg, 2011, Adams y cory, 2007). Sin embargo, las células
tumorales evaden la apoptosis a través de la alteracion del balance de proteinas
proapoptoticas y antiapoptoticas, como la diminucion de la actividad de las caspasas
y la alteracion de la sefializacion de los receptores de muerte como TNFR1 y FasL
(Wong 2011). Por otra parte muchas de las sefales que provocan la apoptosis
convergen en las mitocondrias, que responden a las sefiales proapoptoéticas
liberando citocromo C, un potente catalizador de apoptosis (Verde y Reed,
1998). Los tumores pueden evadir la muerte celular al aumentar la expresion de los
reguladores antiapoptoéticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W), o al reprimir la expresion de
proteinas proapoptéticas (Bax, Bak, Bid, Bim) las cuales actdan al regular la
sefalizacion mitocondrial de muerte a través de liberacién de citocromo C (Hanahan
y Weinberg, 2000).

Permitir la inmortalidad replicativa: La mayoria de las células tienen un nimero
limitado de ciclos de replicacion tras los cuales las células entran en senescencia y
muerte celular por apoptosis esto regulado por los telédmeros, compuestos de
multiples repeticiones de hexanucleétidos en tandem, los cuales se acortan
progresivamente en células no inmortalizadas, perdiendo finalmente la capacidad de
proteger los extremos de los cromosomas formando cromosomas dicéntricos
inestables cuya resolucion resulta en una mezcla del cariotipo que amenaza la
viabilidad celular. Llegado a este punto, las células detienen de forma irreversible su
crecimiento por senescencia seguido de muerte celular (Hanahan y Weinberg, 2011).
Unicamente, las células germinales son capaces de dividirse de forma indefinida, sin
embargo, las células tumorales se inmortalizan gracias a que sobre expresan la
proteina telomerasa que adiciona segmentos repetitivos en los telémeros evitando su

acortamiento. De hecho, el 85-90% de las células tumorales expresan telomerasa
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(Hanahan et al., 2011).

Induccion de angiogénesis: Al igual que los tejidos normales, los tumores
requieren sustento en forma de nutrientes y oxigeno, asi como la capacidad de
evacuar los desechos metabdlicos y el diéxido de carbono. La neovasculatura
asociada al tumor, generada por el proceso de angiogénesis, aborda estas
necesidades (Hanahan y Weinberg, 2011). Este proceso es activo durante el
desarrollo para nutrir y oxigenar a los tejidos en formacion y en condiciones
fisiolégicas durante el ciclo reproductivo de la mujer y la cicatrizacion de las heridas
(Carmeliet et al., 2005). En condiciones fisiolégicas existe un equilibrio entre las vias
reguladas por moléculas pro-angiogénicas y anti-angiogénicas mientras que las
células tumorales han perdido este equilibrio para contribuir al crecimiento tumoral
mediante el suministro de nutrientes. Una estrategia comdn para cambiar el
equilibrio implica una transcripcion genética alterada. Muchos tumores evidencian
una mayor expresion de VEGF y / o FGF en comparacién con sus contrapartes de
tejido normales y en otros, la expresiéon de inhibidores endégenos como la
trombospondina-1 o el interferén B esta regulada de manera negativa (Singh et al.,
1995).

Activacion de la invasion y la metastasis: La capacidad de invasion y metastasis
permite a las células cancerosas escapar de la masa tumoral primaria y colonizar un
nuevo terreno en el cuerpo donde, al menos inicialmente, los nutrientes y el espacio
no son limitantes (Hanahan y Weinberg, 2000). Est4 claro que a medida que los
carcinomas evolucionan, adquieren capacidades de invasion local y metéastasis a
distancia, debido a que las células cancerosas generalmente desarrollan
alteraciones en su forma, asi como en su unién a otras células y a la matriz
extracelular (Hanahan y Weinberg, 2011). La alteracion que ha sido caracterizada
implica la pérdida de E-cadherina en células de carcinoma, una molécula clave en la
adhesion de célula a célula. Al formar uniones adherentes con células epiteliales

adyacentes, la E-cadherina ayuda a ensamblar laminas de células epiteliales y a
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mantener la quiescencia de las células dentro de estas laminas. El aumento de la
expresion de E-cadherina estaba bien establecido como un antagonista de la
invasion y la metastasis, mientras la reduccion de su expresion potencia estos
fenotipos (Berx y van Roy, 2009). Ademas de la perdida de la expresion de E-
cadherina diversos estudios han reportado que CD44 es sobre expresada en
tumores metastaticos en comparacion con los tumores primarios y que la supresion
de su expresion reduce la proliferacion, la migracion y la invasion celular en cancer

de ovario y de mama entre otros (McFarlane et al., 2015; Gao et al., 2015).

Reprogramacion del metabolismo energético: Las células tumorales tienen
requerimientos energéticos diferentes a las células normales y utilizan diferentes
vias metabdlicas independientemente de la disponibilidad de oxigeno como la
glucolisis anaerdbica para suplir de energia a las células tumorales, en condiciones
aerdbicas, las células normales procesan la glucosa, primero para piruvato a través
de la glucdlisis en el citosol y luego a dioxido de carbono en la mitocondria; en
condiciones anaerdbicas, se favorece la glucdlisis y se envia relativamente poco
piruvato a las mitocondrias en donde su posterior metabolismo requiere de oxigeno
(Warburg, 1930). Entre las adaptaciones metabdlicas se encuentran la
sobreexpresion de receptores de glucosa GLUT1, que aumenta sustancialmente la
importacion de glucosa del espacio extracelular al citoplasma (Jones y Thompson,
2009). Se ha demostrado que el suministro de combustible glucolitico esta asociado
con oncogenes activados (p. Ej., RAS, MYC) y supresores de tumores mutados (p.
Ej., TP53) (De Berardinis et al., 2008). La dependencia de glucdlisis puede
acentuarse mas bajo las condiciones hipdxicas que operan dentro de muchos
tumores: el sistema de respuesta a la hipoxia actta pleiotropicamente para aumentar
los transportadores de glucosa y las multiples enzimas de la via

glucolitica (Semenza 2010).

Evasion de la respuesta inmune: La antigua teoria de la vigilancia inmune propone

que las células y los tejidos son monitoreados constantemente por un sistema
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inmune siempre alerta, y que dicha vigilancia inmune es responsable de reconocer y
eliminar la gran mayoria de las células cancerosas incipientes y, por lo tanto, los
tumores nacientes, segun esta ldgica, los tumores soélidos han logrado evitar ser
detectados por los diversos brazos del sistema inmune o han sido capaces de limitar
el alcance de la muerte inmunoldgica, evitando asi la erradicacion (Hanahan y
Weinberg, 2011). Debido a la inestabilidad gendémica, las células tumorales cambian
constantemente su perfil antigénico y sobre expresan ciertas moléculas como
citosinas y quimiocinas por ejemplo, las células cancerosas pueden paralizar las
células CTL y NK infiltrantes, secretando TGF-B u otros factores inmunosupresores
(Yang et al., 2010, Hanahan et al., 2011).

Autonomia en la Evasion de
senalizacion supresores
proliferativa crecimiento

Reprogramacion

Resistencia a
la muerte
celular

Inestabilidad
genomica y
mutacion

Activacion
Invasion y
metastasis

Induccion
angiogenesis

Figura 3. Caracteristicas distintivas de las células del cancer. Las
caracteristicas distintivas del cancer son la sefalizacion proliferativa,
evadir los supresores de crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la
inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y activar la invasiéon y la

metéstasis (Hanahan y Weinberg, 2011).
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1.5 Mimetismo vasculogénico

El mimetismo vasculogénico es un sistema de suministro de sangre independiente de
los vasos endoteliales en las células tumorales de diferentes origenes (Figura 4)
(Delgado et al., 2017). El tumor requiere un suministro de sangre para su
crecimiento, supervivencia y metastasis, estos mecanismos se han centrado en
procesos dependientes de la angiogénesis y del mimetismo vasculogénico, que a
diferencia de la angiogénesis tumoral clasica, el mimetismo vasculogénico
proporciona la irrigacion sanguinea a través de canales capilares conformados por
las células tumores (Luo et al., 2020). En el 2007 Zhang y colaboradores propusieron
tres fendmenos implicados en el suministro de sangre en los tumores los cuales son
1) los vasos sanguineos dependientes de células endoteliales (angiogénesis clasica)
2) los vasos sanguineos mosaico y 3) los canales de mimetismo vasculogénico. En
los vasos sanguineos normales la lamina basal esta presente, es continua, y entre
las células se establecen uniones estrechas, adherentes y comunicantes, en el
mimetismo vasculogénico las células tumorales forman canales para que lleguen los
nutrientes al tumor. EI mimetismo vasculogénico esta asociado a un mal prondstico
clinico debido que facilita la metastasis del tumor y disminuye la sobrevivencia de los
pacientes. Existen algunos factores necesarios para la formacion de mimetismo
vasculogénico como son la interaccién de las células tumorales y la remodelacién de
la matriz extracelular con el microambiente tumoral, siendo la hipoxia el fenémeno
mas importante debido al gran consumo de energia y a la baja concentracion de
oxigeno (Zhang et al.,, 2016, Maniotis et al., 1999, Luo et al., 2020). Este
microambiente propicia la expresion estable del factor inducible de hipoxia, el cual es
un complejo proteico que incrementa la expresion de genes especificos en presencia

de bajas concentraciones de oxigeno (Lu et al., 2013).

Las caracteristicas del MV son: (1) Positivo para la tincion de PAS (Periodic Acid-
Schiff) y negativo para el receptor CD31, (2) células tumorales altamente invasivas,

(3) presencia de células multipotenciales, (4) remodelacion de la matriz extracelular y
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(5) la conexion de las estructuras del mimetismo vascular con la microcirculacion del
tumor (Qiao et al., 2015; Zhang et al., 2007). Las vias de sefalizacibn que
promueven la formacién de VM, incluyen la endotelial vascular (VE), la via de la E-
cadherina, la eritropoyetina, fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), la via de las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR1), monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), cinasa de
adhesidn focal (FAK) y el factor inducible por hipoxia (HIF) (Lu et al., 2013, Wang et
al., 2017). Ademas, los ARNs no codificantes, como los INCRNA y los miRNA,
desempeiian funciones criticas en la formacion de VM en tumores malignos (Peng et
al., 2018, Langer et al., 2018). Por ejemplo al restaurar la expresion del miR-200a se
inhibe el MV a través de la modulacion de la proteina Eph2A en cancer de ovario
(Sun et al., 2014). Se ha observado que algunas vias de sefalizacion implicadas en
la migracion, proliferacion, invasion y remodelaciéon de la matriz extracelular
participan en la formacién del mimetismo vasculogénico tales como las vias de
sefializacion PI3k-AKT, MAPK, FAK (Flores et al.,, 2016). En estudios recientes
realizados por Salinas y colaboradores se demostr6 que el miRNA-204 inhibe la
formacién de MV en células de cancer de mama a través de la regulacion de la

expresion de proteinas involucradas en estas vias (Salinas et al., 2018).

Figura 4. Mimetismo vasculogénico. Estructuras 3D tipo capilar
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formadas por células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia en un cultivo
in vitro (Salinas et al., 2018).

1.6 Vias de sefalizacion del mimetismo vasculogénico

El patron distintivo de las redes del mimetismo vasculogénico parece recapitular los
patrones de vasculogénesis embrionaria, esta semejanza sugiere que las células
tumorales agresivas adquieren un fenotipo indiferenciado de tipo embrionario
(Delgado et al., 2017). VE-cadherina, Notch y el factor inducible hipoxia 1-a (HIF1-a)
(Figura 5) estan involucrados en las tres vias de sefializacion principales que
controlan VM: vascular, hipoxia y embrionarias/células madre (Paulis et al., 2010,
Kirschmannn et al., 2012). En la sefializacion vascular participan VE-cadherina,
EphA2 y VEGF los cuales conducen a la escision de laminina 5 y liberacion de
fragmentos pro-migratorios y2x y y2' en la matriz extracelular. La sefalizacion de
células madre, controlada por Notch y Nodal, regula los genes para la pluripotencia y
desdiferenciacion. En la via de hipoxia contribuyen todas las vias anteriores al
mediar la expresion de algunas moléculas de sefializacion cruciales. Se ha reportado
que las proteinas Wnt pueden promover el mimetismo vasculogénico a través de la
activacion de la sefalizacion de PKC y PI3K, aunque podrian también desempefiar
un papel en la supresién tumoral (Delgado et al., 2017).
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Figura 5. Principales vias de sefializacién involucradas en el mimetismo
vasculogénico. En color purpura podemos observar la representacion de las vias de
sefalizacion vascular, en color azul las vias de la sefalizacién de células madre y en
color verde la via de hipoxia, las cuales estan participando en el proceso del

mimetismo vasculogénico (Delgado et al., 2017).

1.7 Células madre

Las células madre son células no especializadas del cuerpo humano, capaces de
diferenciarse en cualquier tipo celular de un organismo y tienen la capacidad de
autorrenovarse, estas células existen tanto en embriones como en células adultas
(Zakrzewki et al., 2019). Estas células pueden generar mas células madre u originar
células comprometidas en la ruta de diferenciacion (progenitores), que tras
sucesivas divisiones celulares daran lugar a los tipos celulares diferenciados (Till y
Mc, 1961). Se encargan de la repoblacién de células en los tejidos dafiados, asi
como tener el control del numero de células madre, manteniendo la homeostasis
celular (Figura 6) (Bixby et al, 2002).
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Las células madre embrionarias se encuentran en el blastocisto, el cual se forma
después de la union del espermatozoide y el 6vulo, su pared interna esta revestida
con células madre de corta duracién, estos blastocistos se componen de dos tipos
de células distintas: la masa celular interna, que se convierte en epiblastos e induce
el desarrollo del feto, y el trofoectodermo, el cual da origen a la placenta (Zakrzewki
et al, 2019).

Las células madre somaticas o adultas son indiferenciadas y se encuentran entre las
células diferenciadas en todo el cuerpo después del desarrollo. La funcion de estas
células es permitir la curacion, el crecimiento y el reemplazo de las células que se
pierden cada dia (Zakrzewki et al, 2019). Estas células se pueden obtener de
muchos tejidos, incluyendo hueso, 6rganos dentales, tejido adiposo, cerebro, vasos

sanguineos y sangre (Awad et al, 2004).

Las células madre se pueden clasificar segun su potencial de diferenciacion (Figura
7) (Mata et al, 2013) en:

Células totipotentes: Unicamente el cigoto y las descendientes de las dos primeras
divisiones son células totipotenciales, ya que tienen la capacidad de formar tanto el
embrion como el trofoblasto de la placenta, por lo que son capaces de generar un

organismo completo (Mata et al, 2013).

Células pluripotentes: son las que tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos
procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias. Estas células por si solas no
pueden producir un individuo, ya que necesitan el trofoblasto, pero son capaces de
originar todos los tipos de células y tejidos del organismo (Verfaillie et al, 2002). Se
han identificado tres factores de transcripcién, como factores reguladores de la
pluripotencialidad: 1) Proteina de unién octamérica-4 (oct-4), 2) SRY-box que
codifica par a el gen 2 (sox-2) y 3) nanog (Donovan et al, 2001). Oct-4 se considera

una proteina importante para la pluripotencialidad, debido a que es un factor
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irremplazable en la reprogramacion de las células madre pluripotentes inducidas, es
una proteina de wunidn al acido desoxirribonucleico (DNA) que se expresa
exclusivamente durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario (Mata et al,
2013). Sox-2 fue descubierto como un factor de transcripcion que continuamente se
unia a Oct-4, colaborando para activar a FGF-4, el cual es un gen que es expresado
en las células de la masa celular interna del blastocisto y posteriormente en distintos

tejidos embrionarios (Mata et al, 2013).

Células multipotentes: estas células pueden diferenciarse en distintos tipos celulares
procedentes de la misma capa embrionaria, 1o que las capacitaria para la formacién
de tipos celulares diferentes, pero no de todos (Mata et al, 2013). Las células madre
adultas se habian ubicado en esta etapa de la evolucion celular. Sin embargo, en los
ultimos afios, se ha hecho evidente que la potencialidad de algunos tipos de células
madre adultas es mayor que la que habitualmente se les conferia, pues se evidencié
gue podian diferenciarse en tejidos derivados de cualquiera de las capas
embrionarias, sefialdndose como el caso mas tipico el de las células madre

hematopoyéticas (Jackson et al, 199, Wei et al, 2000).

Células madre unipotentes: son aquellas que solo se pueden diferenciar en un tipo

celular (Hernandes y Dortyicos, 2004).
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Figura 6. Caracteristicas generales de las células madre. Las células

madre tienen la capacidad de proliferar, autorrenovarse y diferenciase. La
diferenciacion, es la capacidad de convertirse en distintos tipos
de células especializadas para distintas funciones. La Auto-renovacion es
la habilidad para dividirse y dar nuevas células madre. La Proliferacién es

la capacidad de dividirse indefinidamente (Hernandeez y Dortycos, 2004).
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Figura 7. Clasificacion de las células madre de acuerdo al potencial de
diferenciacién. Las células madre se pueden clasificar de acuerdo a su capacidad
de diferenciarse, esta clasificacion comienza con las células madre totipotentes las
cuales son aquellas que en las condiciones apropiadas son capaces de formar un
individuo completo. Las células madre pluripotentes son las que tienen la habilidad
de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias
ectodermo, mesodermo y endodermo. Las células madre multipotentes, que pueden

diferenciarse en distintos tipos celulares procedentes de las misma capa embrionaria.
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Las células unipotentes son aquellas que solo se pueden diferenciar en un tipo
celular (Torrades, 2003).

2.0 Antecedentes Particulares

2.1 Células madre del cancer

Las células madre del cancer (CSC) son una subpoblacion de células tumorales que
poseen una alta actividad tumorigénica y caracteristicas de células madre de
autorrenovacion y de diferenciacion no controlada. (Frank et al, 2010). En
comparacion con las células madre normales, se cree que las células madre del
cancer no tienen control sobre el nimero de divisiones que pueden llevar a cabo, por
lo que son responsables del crecimiento de los tumores (Sagar et al, 2007). La
acumulacion de CSC en un tumor otorga resistencia a los medicamentos
anticancerigenos, por lo que se correlacionan con las altas tasas de fracaso
terapéutico observadas en pacientes con cancer. Esto se ha observado en estudios,
los cuales indican que la mayoria de los tumores humanos albergan una poblacion
de células que poseen propiedades biolégicas caracteristicas de las células madre

normales, es decir, autorrenovacion y diferenciacion (Visvader et al, 2008).

Como se sabe, existen distintos tipos de tumores presentes en diferentes partes del
organismo y en cada tumor existe heterogeneidad celular intratumoral,
presentandose dentro de un tipo de tumor distintos subtipos de células (Lu et al,
2013). Por lo que las células que componen el tumor presentan heterogeneidad en
la expresion de marcadores celulares, en morfologia celular, en capacidad
proliferativa, en modificaciones genéticas, y en respuesta terapéutica (Heppner and
Miller, 1983). Las células madre tumorales tienen cuatro caracteristicas clave: 1)
autorrenovacion, la subpoblacion de CSC se puede proliferar en multiples
generaciones, lo que indica la capacidad de renovaciéon autbnoma. 2) Diferenciacion,

las CSC pluripotentes no solo pueden formar CSC hijas tumorigénicas por division
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celular simétrica sino que también generan poblaciones masivas de células no
tumorigénicas por division celular asimétrica. 3) Tumorigenicidad la subpoblacion de
CSC tiene un potencial tumorigénico cuando se trasplanta a animales
inmunosuprimidos. 4) Presentan marcadores de superficie especificos, por los
cuales la subpoblacion de CSC se puede separar de las células que no tienen este
fenotipo (Lu et al, 2013 et al , 2013, Huntly y Guilliland, 2005, Mannelli y Gallo, 2012)

Los principales marcadores utilizados para el aislamiento, identificacion y purificacién
de CSC incluyen moléculas de adhesion celular de superficie (CD133,
CD24, receptor de acido hialurénico, CD44), enzimas citoprotectoras (como aldehido
deshidrogenasa , ALDH), factores de transcripcion (OCT-4, SOX-2) y bombas de
eflujo de farmacos ( Transportadores de farmacos de casete de union a ATP y
transportador de resistencia a mdultiples farmacos), teniendo diversas moléculas
especificas en cada uno de los tipos de cancer (Lu et al, 2013, Mannelli y Gallo,
2012).

Aungue se han caracterizado las células madre del cancer y se conocen distintos
marcadores para aislarlas, el origen de las células madre cancerosas aun genera
controversia en los investigadores. Los factores que se requieren para el surgimiento
de estas células son: 1) La acumulacion de varias mutaciones para que una célula
sea cancerosa y 2) una célula madre necesita superar cualquier restriccion genética

para adquirir las capacidades de autorrenovacion y proliferacién (Morrison 2002).

Hasta el momento la evidencia experimental permite proponer diferentes teorias
sobre el origen de las CSC, en las cuales las células madre, las células progenitoras
o las células diferenciadas pueden ser un modelo potencial para la formacién de
CSC (Siny Lim, 2017).

Los modelos propuestos por Sin'y Lim en el 2017 (Figura 8) incluyen los siguientes:

1) las CSC se originan a partir de células madre, donde varias mutaciones efectivas
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que ocurrieron durante el estado de reposo de las células madre inician la
transformacion oncogénica. 2) las CSC se originan a partir de células progenitoras,
mediante la acumulacion de mutaciones multiples en nivel de células progenitoras
transitorias lo que conduce a la transformacion de células neoplésicas. 3) las CSC se
originan a partir de células diferenciadas, las cuales sufren mutaciones que provocan

una desdiferenciacion para adquirir propiedades de células madre cancerosas (Sin y

Lim, 2017).
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Figura 8. Hipotesis sugeridas sobre el origen de las células madre del cancer.
Representacion de los tres modelos del origen de las células madre cancerosas las
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cuales inician la formacion de tumores A) las CSC se originan a partir de células
madre, B) las CSC se originan a partir de células progenitoras y C) las CSC se

originan a partir de células diferenciadas (Siny Lim, 2017).

2.2 Células madre del cancer en mama

Las células madre del cancer en mama comparten propiedades especificas muy
similares a las células madre mamarias normales y a las células progenitoras
mamarias parcialmente diferenciadas (Ma et al, 2014). Se caracterizan por la
capacidad de someterse a la auto renovacién, la diferenciacion, la capacidad de
iniciar tumores, la invasion y la resistencia a la terapia convencional que conducen a
la generacién de mas células madre del cancer y a la heterogeneidad celular (Luo et
al, 2011). El estudio de las marcadores moleculares contribuye a la caracterizacion y
al aislamiento de las subpoblaciones de células madre en cancer (Zhou et al, 2019).
Como se ha reportado en los tumores de cancer de mama los marcadores para
identificar las células madre tumorales son la CD44, CD24, CD133, CD49f, CXCL1,
HMGCS, CD166, CD47, NANOG ALDH1 y ABCG2 (AL-Hajj et al, 2003, Ginnestier et
al, 2007, Leccia et al, 2013, Vasiilopoulos et al. 2014, Wrigth et al, 2008, Zhou et al,
2019). Sin embargo, las proteinas celulares CD44 + / CD24- se han establecido
como marcadores de superficie minimos para las células madre del cancer de mama
(Al-Hajj et al, 2003).

2.3 CD44

CD44 es una glucoproteina transmembranal que interactia con ligandos como
osteopontina, coldgenos y metaloproteinasas de matriz, generalmente presentes en
las células progenitoras, juega un papel importante en la adhesion, en la sefalizacion
intracelular, mejora la proliferacion celular, participa en angiogénesis tumoral,
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diferenciacion, migracion y propiedades invasivas en el cancer de mama (Lagadec et
al, 2012, Sin y Lim, 2017). CD44 interaciona con el 4cido hialurénico para promover
la invasividad celular y la metéastasis, sin embargo, el mecanismo sigue siendo
desconocido. CD44 mantiene la tumorigénesis y potencia el surgimiento de células
con fenotipo troncal (Van et al, 2011). CD44 muestra una fuerte expresion en células
madre de cancer de mama por lo que se le han considerado como un marcador

minimo para estas (Sin y Lim, 2017).

2.4 CD24

CD24 es una glucoproteina de la superficie celular que mejora las propiedades de
adhesion, promueve la metastasis y la proliferacion tumoral (Schabatt et al,
2006). Curiosamente diversos estudios han demostrado que la regulacion positiva de
CD24 es capaz de inhibir la potencia tumoral de las células madre del cancer de
mama (Schabatt et al, 2006, Sin y Lim, 2017) aunque CD24 se expresa en una
amplia variedad de canceres (Ahmed et al, 2012, Siny Lim, 2017).

2.5 CD133

Es un miembro de las glicoproteinas transmembranales de pentaspan, que se
localizan especificamente en protuberancias celulares. La funcién fisiolégica de
CD133 en la biologia normal y en la progresién del cancer sigue siendo dificil de
entender, se sabe que CD133 se localiza preferentemente en protuberancias y micro
vellosidades de la membrana plasmatica, lo que sugiere su participacion en la
organizacién de la membrana (Glumaci y LeBeua., 2018). La localizacion sub celular
de CD133 le permite unirse directamente a balsas de lipidos que contienen
colesterol, donde puede participar en varias cascadas de sefalizacion (Glumaci y
LeBeua., 2018).
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2.6 ALDH1

La aldehido deshidrogenasa (ALDH) es una enzima que cataliza la oxidacion de
aldehidos intracelulares y media la conversion de retinol en &cidos retinoicos, que
luego actian como moduladores de la proliferacion celular (Sin y Lim, 2017). Se ha
visto que ALDH exhibe un papel funcional en la proliferacion, diferenciacion y
autoproteccion celular y que la sobreexpresion de ALDH1 conduce a una

quimiorresistencia en diversos tipos de cancer (Moreb et al, 2012, Sin y Lim, 2017).

2.7 Nanog

Es un factor transcripcional encargado de regular la transcripcion de genes
implicados en la proliferacién y en la autorrenovacién de la masa celular interna y de
las células madre embrionarias (ES). Este factor esta implicado en el mantenimiento
de la pluripotencia de células madre embrionarias y previene su diferenciacion hacia
linajes de trofectodermo y endodermo extraembrionario (Kim et al., 2005, Hyslop et
al., 2005, Hayashi et al., 2015). Bloguea la diferenciacién del mesodermo inducida
por proteinas morfogenéticas 6seas de las células madre embrionarias interactuando
con SMADL1 e interfiriendo con el reclutamiento de coactivadores para los complejos
transcripcionales SMAD activos (Kim et al., 2005, Hyslop et al., 2005, Hayashi et al.,
2015). Actia como represor transcripcional capaz de autorreprimir su expresion en
células diferenciadoras (ES), se une a su propio promotor después de la interaccion
con ZNF281/ZFP281, lo que conduce al reclutamiento del complejo NuRD vy la
posterior represion de la expresion. Cuando se sobreexpresa, promueve que las
células entren en la fase S y que comiencen su ciclo de proliferacion (Kim et al.,
2005, Hyslop et al., 2005, Hayashi et al., 2015).
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2.8 Formacion de esferoides

Una propiedad importante de las células madre del cancer como de las células
madre normales, es formar esferas y crecer en colonias en medio sin suero o en
medio de agar blando. La agregacion y proliferacion de células madre in vitro se ha
demostrado en presencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), y factor B27, con lo que se forman
estructuras tridimensionales esféricas con variantes dependientes de las lineas
celulares (Figura 9) (Qiu et al, 2012, Han et al, 2013). El cultivo de los esferoides
tumorales multicelulares ha cobrado relevancia en los ultimos afios como modelo in
vitro de los tumores solidos (Gallardo et al, 2006). La estructura general de los
esferoides mimetiza las etapas iniciales de los micro tumores sélidos in vivo antes de
la vascularizacion. Por lo anterior han sido utilizados en el estudio de la biologia
tumoral incluyendo migracion, invasién, angiogénesis, ademas que la resistencia a
diferentes farmacos antineoplasicos de los esferoides es similar a la del tumor sélido
por lo que empiezan a ser incluidos en pruebas farmaco-toxicolégicas y en la
evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas contra el cAncer como paso previo a

su aplicacion en los tumores sélidos in vivo (Gallardo et al, 2006).
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Figura 9. Esferoides formados por las lineas celulares de cancer de mama.
Imagenes capturadas de la formacion de los esferoides con las lineas celulares
MDA.MB-231, BT474, SKBR3 y MCF7 (Froehlich et al, 2016).

2.9 Los miRNAS reguladores

Los miRNAs son una clase de ARN no codificantes de 22 pares de bases que juegan
un papel importante en la regulacion de la expresion génica, los miRNAs se
transcriben de secuencias de ADN en miRNAs primarios, se procesan en miRNAs
precursores y finalmente miRNAs maduros (O’brien et al, 2018). En la mayoria de los
casos, los miRNA interaccionan con la region no traducida 3' UTR de los ARNm
diana para inducir la degradacién del ARNm y la represién traduccional (O brien et al,
2018) también se ha informado de la interaccion de miRNAs con otras regiones,
incluida la 5' UTR y los promotores de genes (Broughton et al 2016).

La mayoria de los miRNAs se transcriben mediante RNA Pol Il y llevan un extremo de
7-metil-guanilato en el extremo 5'y la cola poli (A) caracteristica del extremo 3' de los
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Mrna (Figura 10) (Leuu et al, 2003). En el nucleo los genes codificantes de miRNAs
se transcriben a pri-miRNAs por la accién de las RNA polimerasas POL Il 'y POL Il
(Ha y Kim 2014, O’brien et al, 2018). Una ribonucleasa especifica de RNA de doble
cadena (Drosha), en conjunto con el cofactor DGCR8 procesan al pri-miRNA a un
precursor de aproximadamente 70 nt (pre-miRNA) (Denli et al, 2004), el cual es
translocado desde el nucleo al citoplasma por el sistema Exportina5-Ran-GTP (Leuu
et al, 2003). El pre-miRNA es escindido por un complejo compuesto por las proteinas
Dicer y TRBP para dar lugar a una molécula de RNA de doble cadena de
aproximadamente 22 nt, este procesamiento implica la eliminacion del bucle terminal,
lo que resulta en un daplex miRNA maduro (Denli et al, 2004, O"brien et al, 2018). La
direccionalidad de la cadena de miRNA determina el nombre de la forma madura de
MIiRNA, la cadena 5p surge del extremo 5 'de la horquilla pre-miRNA, mientras que la
cadena 3p se origina en el extremo 3' (O’brien et al, 2018). Finalmente, ambas
cadenas derivadas del duplex del miRNA maduro pueden cargarse en la familia de
proteinas Argonauta (AGO1-4 en humanos) de una manera dependiente de ATP
(Yoda et al, 2010, O’brien et al, 2018). La seleccion de la cadena que formara parte
del complejo RISC se basa en parte en la estabilidad termodindmica en los extremos
5' del duplex del miRNA o en una U 5' en la posicion de nucleétido 1 ( Khvvorova et al,
2003, O’brien et al, 2018). La cadena guia del RNA de 22 nt como un miRNA maduro
tiene la funcidn de guiar al complejo RISC hacia las regiones 3'UTR de los RNAs, la
asociacion de miRNA-RISC en la represion del gen diana promueve la degradacion
de mRNA y/o la inhibicion de la traduccion dependiente de la complementariedad
existente entre la secuencia semilla del miRNA y del fragmento 3’-UTR del RNAm
(Dusenbery y Hata, 2010, O’brien et al, 2018).
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Figura 10. Biogénesis de miRNAs. Biogénesis de los miRNA por la
polimerasa Il en el ndcleo, mecanismos hasta la maduracién de miRNAs y
su unién con el complejo MIRISC para silenciar o degradar los mRNA
(Hajarnis et al, 2015).
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2.10 Los miRNAs en cancer

Los miRNA desempefian un papel importante que determina el destino celular,
participando principalmente en las vias de sefializacion implicadas en la proliferacion
y muerte celular, ademas de estos procesos vitales, los miRNA estan implicados en
diversas actividades celulares, como la respuesta inmune, interacciones célula-célula
y célula-matriz extracelular (Gntier et al, 2007). Los miRNAs se expresan de manera
aberrante en distintos tipos de cancer y dichos cambios se han asociado a
alteraciones en el numeros de copias, cambio de ubicaciones, amplificacion, delecion
o translocacién de los genes que codifican para éstos (Peng y Croce, 2016). El
primer caso reportado de la expresion anormal de un miRNA fue el miR-15a y el miR-
16, que se agrupan en el cromosoma 1314, una region frecuentemente eliminada
en la leucemia linfocitica crénica (CLL) de células B y otros tipos de cancer (Lee y
Dutta, 2009).

En céncer de colon se ha demostrado que varios miRNAs se encuentran
desregulados debido a la pérdida del supresor tumoral p53, donde los niveles de
expresion de hsa-let-7g, hsa-miR-181b y hsa-miR-200c se sobre expresan en los
tejidos tumorales en comparacion con los tejidos normales por lo que pueden estar

asociados con la tumorigénesis en este tipo de cancer (Nakajima et al, 2006).

En neuroblastoma el cual es un tumor pediatrico altamente maligno que surge por el
desarrollo de células aberrantes embrionarias en la cresta neural, se demostré un
mecanismo regulador que involucra al miR-9, miR-125a y al miR-125b, los cuales
desempefia un papel importante en el control de la proliferaciéon celular de la linea
celular de neuroblastoma SK-N-BE al modular la expresion del receptor trkC de
neurotrofina, el cual es fundamental para regular el crecimiento celular del
neuroblastoma por lo que se les ha atribuido un papel de oncosupresores (Laneve et
al, 2007).
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De igual manera, en perfiles de expresion de miRNAs en adenocarcinoma ductal
pancreatico identificaron un gran numero de miRNA que se expresan de manera
aberrante, los cuales incluyen al miR-221, miR-100, miR-125b y miR-21 (Lee et al,
2007).

En tejidos de cancer de mama el miR-204 se encuentra reprimido en comparacion
con los tejidos de mama normales (Flores et al, 2016), la disminucion de la expresion
de miR-204 se asocia con un mal prondstico en pacientes con cancer de mama
(Salinas et al, 2018). En estudios realizados por Salinas y colaboradores en el 2018
se demostro que la migraciéon e invasion de las células cancerosas se redujo
significativamente al restaurar la expresion ectépica de miR-204 en células de cancer

de mama (Salinas et.al. 2018).

Tabla 2. Ejemplos de miRNAs desregulados en cancer. Diferentes miRNAs se

encuentran sobre expresados o reprimidos en diversos tipos de cancer.

Expresion MiRNA Referencia

involucrado

Neuroblastoma Reprimido miR-9 Laneve et al., 2007
Glioblastoma Sobre expresado miR-10 Ciafre et al, 2005
Carcinoma Sobre expresado miR-18 Murakami et al,
Hepatocelular 2006

Cancer de mama Reprimido miR-204 flores et al., 2016
Cancer de pancreas Sobre expresado miR-21 Lee et al, 2007
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Céancer pulmonar Reprimido miR-34 Bommer et al, 2007

Céancer en tiroides Reprimido miR-30 Visone et al, 2007

2.11 Funcion del miRNA-204 en diferentes tipos de cancer

Varios miRNAs desempefian funciones criticas en el desarrollo y la progresion de
tumores solidos (Li et al, 2016). El primer estudio sobre el miR-204 en cancer fue
reportado por Rolda y colaboradores en el 2007, quienes observaron que este esta
disminuido en los insulinomas el cual es un tipo de tumor del pancreas. Diversos
estudios en diferentes tipos de tumores solidos, incluidos melanomas primarios,
glioma, cancer de pulmon, cancer de vejiga, cancer gastrico, tumor de cabeza, cuello
y cancer endometrial han revelado que el miR-204 juega un papel importante como

supresor de tumor (Li et al, 2016).

Se ha reportado que en carcinoma renal de células claras el nivel de expresion del
miR-204 disminuy0 significativamente en comparacion con el tejido renal normal, al
restaurar su expresion en células 786-0 se observd una disminucion significativa en

el crecimiento tumoral (Mikhaylova et al 2012).

En un estudio de neuroblastoma el cual es un tipo de cancer que causa un alta
mortalidad en nifios, se observé que la expresién del miR-204 esta reprimida y al
restaurar su expresion ectépica aumentd significativamente la sensibilidad al
cisplatino y al etopésido in vitro, asimismo se determiné que el miR-204 reprime
a NTRK2, un potente oncogeén involucrado con la resistencia a los medicamentos de

quimioterapia en el neuroblastoma (Ryan et al, 2012).

Sun y colaboradores en el 2015 identificaron una correlacion inversa entre el nivel de

expresion del miR-204 con la invasion y el fenotipo epitelio mesenquimal de las
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células de cancer de esofago, donde al restaurar la expresion del mir-204 estos
eventos se veian significativamente disminuidos, ademas, demostraron que la
proteina FOXM1 es un gen objetivo directo del miR-204, el cual se ha visto implicado
en la invasion y la transicidén epitelio mesenquimal en cancer de eséfago, por lo que
el miR-204 regula estos eventos al actuar directamente sobre la regién 3'UTR del
ARNmM de FOXML1 y suprimir su expresion (Sun et al, 2015).

En un estudio de corte realizado por Flores y colaboradores en el 2016, identificaron
que la expresion del miR-204 en células de cancer de mama fue significativamente
baja en comparacion con los tejidos adyacentes normales, al igual que en las lineas
celulares de cancer de mama en comparacion con lineas de mama sanas. Se ha
demostrado que al restaurar la expresion ectopica de miR-204 en células de cancer
de mama se reduce la proliferacion y la angiogénesis a través de la regulacion de la
ANGPT1 y TGFBR2 (Flores et al, 2016) asi como la formacion de los tubos del
mimetismo vasculogénico (Salinas et al, 2018).

Tabla 3. Genes blanco del miR-204 en cancer. Blancos validados del miR-204 en
diferentes tipos de cancer.

Cancer Expresion Blancos Referencia

validados

Carcinoma Reprimido CDC42 MalL etal., 2014

nasofaringeo

Retinoblastoma Reprimido CYCLIN D2 Wu X et al., 2015

Glioma Reprimido EPHB2 Ying Z et al.,2013
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Cancer endometrial Reprimido FOXC1 Chung TK et al.,
2012

Céancer de prostata Sobre expresado PDEF Turner DP et al.,
2011

Nefroblastoma Reprimido MEIS1 Koller K et al., 2014

Céncer de mama Reprimido ANGPT1 Flores et al., 2016

2.12 Los miRNAs participan en la regulacion del fenotipo troncal en células de

cancer

Los miRNAs participan en diversos mecanismos celulares, uno de estos es la
reprogramacion celular la cual se refiere al proceso de reprogramacion de una célula
somatica diferenciada a un estado pluripotente (Li et al, 2017). Las células madre
pluripotentes inducidas en humanos se generan por transduccion de las
combinaciones alternativas de Oct3 / 4, Sox2, Nanog y Lin28 (Yu et al, 2007). Se ha
observado que ciertos miRNAs regulan la reprogramacion de las células madre
pluripotentes, por ejemplo, la sobreexpresion del miR-291-3p, miR-294 y miR-295
mejoraron la eficiencia de la pluripotencia inducida por Klf4, Oct4 y Sox2, lo cual se
ve aumentado en presencia de cMyc el cual se une al promotor de estos miRNAs, lo
gue sugiere que son potenciadores de la pluripotencia promovida por cMyc (Judson
et al, 2009). Ademas, los miRNAs participan en el proceso de reprogramacion
regulando los factores del ciclo celular. Por ejemplo, la familia miR-25 y la familia
miR-130/301/721 tienen como blanco a p21, un inhibidor del ciclo celular el cual
promueve la eficiencia de la reprogramacion celular (Li et al, 2017). En células madre
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embrionarias algunos de los miRNAs involucrados en la pluripotencia son el miR-145
el cual reprime la reprime la expresion de Oct4, Sox2 y KlIf4 (Xu et al, 2009), de igual
manera los miR-134, miR-296 y miR-470 que tienen como blanco los RNAmM
de Sox2, Nanog y Oct4 para regular la pluripotencia (Tay et al, 2008). Cada una de
las células madre poseen perfiles de expresion de miRNAs especificos que modulan
el destino de las células madre, este mecanismo podria usarse con el fin de tratar
diversas enfermedades como el cancer y su mantenimiento de las células madre (Li
et al, 2017).

Los miRNAs pueden inhibir o estimular el desarrollo y las caracteristicas de las CSC,
como la capacidad de autorrenovacion, la formacion de esferas y quimiorresistencia
a través de vias de sefalizacion que participan en supervivencia, proliferacion y
mantenimiento de las CSC (Khan et al., 2019).

De acuerdo a diversos trabajos de investigacion se ha demostrado que muchos
mMiRNAs regulan las CSC (Figura 11). Algunos de los miRNAs que inhiben el
surgimiento y las caracteristicas distintivas de las células madre del cancer son el
miR-145 y el miR-200c, los cuales actuan inhibiendo las proteinas ADAM, el miR-494
mediante el control de la expresion de BMI, el miR-195-5p y el miR-34 mediante la
involucrado en la via Notchl y el miR-99a mediante la inhibicion de la diana de la
rapamicina en los mamiferos (MTOR) (Khan et al., 2019), el miR-519d y el miR-128

inhiben las CSC mediante la activacién de caspasas.

Por otro lado, los miRNAs que pueden estimular el desarrollo de CSC son el miR-19
y el miR-501-5p mediante la activacion de la via de sefializacion de WNT/B-catenina,
el miR-21 y el miR-221/222 mediante inhibicion de PTEN y el miR-196b-5p al activar
la via de sefalizacion de STAT3; lo que en conjunto puede aumentar la
guimiorresistencia, la renovacion celular y la formacion de esferoides (Khan et al.,
2019),

52



Universidad Auténoma
de la Ciudod de México

miR-145
ADAM | — — gt
catenin
S Sphere self-renewal miR-501-5p
Formation
BMI
f miR-21
PRI PTEN
miR-195-5p . ' (). Q) i
Inhibit . ¥/ Stimulate miR-221/222
R L (O ."_
1 CSCs A -
miR-34 @ YA o))
'\ 200-.
_4. - CyclinD1

S5 = miR-483-5p
il MMP-2

miR-519d
} Caspases
miR-128
Chemo resistance

miR-99a —I mTOR — ~—  Notchl = mMiR-494-3p

STAT3 = miR-196b-5p

Figura 11. miRNAs que participan en la regulacion de las caracteristicas
distintivas de las células madre del cancer. Representacion de las caracteristicas
distintivas de las células madre del cancer con los diversos miRNAs que participan
en la regulaciéon de estos procesos, la participacibn que tienen puede ser de

oncogenes o de supresores de tumor (Khan et al., 2019).
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II. Hipotesis

Si el miR-204 modula genes involucrados en el mantenimiento de las propiedades
troncales en células de cancer de mama, entonces su sobreexpresion inhibira el

mimetismo vasculogénico asociado al fenotipo troncal.

I1l. Justificacion

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial. Las células
troncales de cancer de mama son capaces de renovar el tumor, presentan mayor
resistencia a la quimioterapia y mayor metastasis. El miR-204 es un supresor de
tumor gue inhibe los hallmarks del cancer, sin embargo no se conoce su funcion en
el mimetismo vasculogénico mediado por las células troncales de cancer de mama,
por lo que su estudio podria representar una nueva alternativa terapéutica en cancer

de mama.
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el papel funcional del miR-204 en el mimetismo vasculogénico en las células

troncales CD44+/CD24- de cancer de mama.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del miR-204 en las propiedades troncales (porcentaje de células
CD44+/CD24- y formacion de mamosferas en la linea células MDA-MB-231).

2. Aislar la subpoblacién de células troncales CD44+/CD24- a partir de la linea

celular metastasica MDA-MB-231 de cancer de mama.

3. Evaluar el fenotipo troncal de la subpoblacién CD44+/CD24- mediante el analisis

de la expresion de marcadores de pluripotencia CD44, CD24, CD133 y nanog.

4. Determinar la capacidad del miR-204 para inhibir el fenotipo troncal de las CSC

(CD44+/CD24-) mediante el andlisis de los efectos inhibitorios en:

- Mimetismo vasculogénico

5. Predecir los genes blanco del miR-204 que participan en las rutas de sefalizacién

del mimetismo vasculogénico y en el mantenimiento del fenotipo troncal.
6. Evaluar la relevancia clinica de la expresion de los genes blanco predichos del

miR-204 a través del analisis de supervivencia de los pacientes de cancer de

mama.
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V. Estrategia experimental

1. Evaluacion de la
capacidad inhibitoria del
miR-204 en las
propiedades csc

Transfectar con el Pre-
miR-204, Scramble
(control negativo) y células
sin transfectar.

Formacion Ensayo de
de citometria para el
esferoides porcentaje de
células con

fenotipo troncal

5. Predecir los genes blanco del
miR-204 que participan en len
las rutas de seializacién
mimetismo vasculogénico y el
mantenimiento del fenotipo
troncal.

Utilizar La base de datos de
mirPath.

6. Evaluar la relevancia clinica
de la expresion de los genes
blanco predichos del miR-204 a
través del analisis de
supervivencia de los pacientes
de cancer de mama.

Andlisis de datos en Kaplan-
Meier Plotter.

Cultivo celular
(MDA-MB-231)

2. Obtencion de células
CD44+/CD24- mediante FACS

3. Evaluacion del
fenotipo troncal de la
subpoblacién
CD44+/CD24-
mediante RT-PCR

Disefio de los
oligonucledétidos para los
genes marcadores de
pluripotencia CD44, CD24,
CD133 Y NANOG para RT-
gPCR

Extraccion de RNA

Anélisis por gRT-
PCR

4. Evaluacion de la
capacidad inhibitoria de
miR-204 en la
subpoblacion
CD44+/CD24-

Transfectar con el Pre-
miR-204, Scramble
(control negativo) y

células sin transfectar.

Condiciones de
hipoxia 1%

Ensayo de la
formacioén del
mimetismo
vascilonénico
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VI. Metodologia

6.1 Condiciones de cultivo de la linea celulares

La linea celular adherente de cancer de mama MDA-MB-231 (ATCC: HTB-126), se
cultivd en medio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) Gluta-MAX-I, bajo en
glucosa y glutamina (Gibco, Life Technologies), suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10 % (Gibco, Life Technologies), penicilina y estreptomicina (0.5 %). Se incubd
a 37 °C con una atmésfera de 5 % CO..

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

Para el mantenimiento de linea celular, primero se removio el medio de cultivo y se
lavaron las células con buffer fosfato salino (PBS) 1x a pH 7.0. Posteriormente, se
retir6 el PBS y se agreg6 PBS 1x pH 7.0-EDTA 6.8 mM, luego se afiadi6 tripsina 0.25
% (Gibco) 64 pL por cada 1.5 mL de PBS-EDTA (1 %); se distribuyo
homogéneamente con movimientos suaves oscilatorios y se incubaron durante 5 min
a 37 °C. Una vez transcurridos los 5 min de incubacién con tripsina se visualizaron
en microscopio para observar si se despegaron las células. Consecutivamente, se le
agregé 1 mL de medio DMEN y se mezcld por pipeteo sobre toda la superficie, se
transfirieron las células despegadas a un tubo falcén de 15 mL y se centrifugd a 1500
r.p.m por 5 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante, las células se re-suspendieron en 1
mL de medio de cultivo fresco y se distribuyeron en cajas nuevas y estériles con el
medio de cultivo DMEN suplementado.
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6.3 Aislamiento de las células CD44+/CD24- mediante citometria de flujo

Se sembraron 250,000 células en placa de 6 pozos y durante 24-48 horas hasta
obtener una confluencia del 80%. Se preparé el medio para la transfeccion con
lipofectamina, optimen, DMEM y el miR-204 5p, de igual manera para el scramble a
30 um y 60 pum. Se retir6 el medio de los pozos, y se lavo con PBS para agregar el
medio para la transfeccion, se dejé incubando por 48 horas. Se retiré el medio, se
lavé con PBS y se despegaron las células con PBS-EDTA y tripsina. Se cuantificaron
las células con azul de tripano en camara de neubauer. Se tifieron con 1 yL de
anticuerpo para cada millén de células resuspendidas en 100 pL de medio, durante
10 minutos a 4° C en aislamiento de luz, posteriores a esto se realizaron 3 lavados
con buffer PBS para eliminar el anticuerpo. Se tifieron células con anticuerpos CD44,
CD24 y CD24/CD44 para llevar al clitometro y como control se llevaron un millén de

células sin tefiir.

6.4 Transfeccion del precursor del miR-204

Las lineas celulares de cancer de mama subpoblacion CD44+/CD24- se
transfectaron con la molécula precursora del miR-204-5p, asi como con la secuencia
scramble. Un dia previo a la transfeccion, se sembraron 250,000 células por pozo en
placas de 6 pozos. Al dia siguiente, en un tubo eppendorf de 1.5 mL se mezclaron
100 pL de medio reducido OptiMem con 5 uL del agente de transfeccion siPORT™
Amine (Applied Biosystems) para cada pozo a transfectar, al mismo tiempo, en otro
tubo eppendorf de 1.5 mL se mezclaron 100 pL de medio reducido OptiMem con 7.5
uL del precursor pre-miR-204 o del premiR-Neg-Ctrl (scramble) a una concentracion
de 30 y 60 nM y se incubaron ambos tubos a temperatura ambiente durante 10 min,

transcurrido el tiempo, se pasO la mezcla de un tubo eppendorf al otro y se
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homogeniz6 por pipeteo, se le dio un spin y se incubdé por 10 min a T.A.
Consecutivamente, esta mezcla se depositd en cada pozo junto con medio DMEM
debidamente suplementado (con un volumen final 2.5 mL/pz). Se agité suavemente y
se incubo a 37°C y 5% de CO2 hasta su analisis. La expresion relativa del miR-204
expresado se evalud a las 48 h, mediante gRT-PCR con sondas TagMan. Para la

interpretacion de los resultados se utilizé el método comparativo de ct (2-AAct).

6.5 Formacion de esferoides

Se sembraron 250,000 células en placa de 6 pozos, se esperd durante 24—48 horas
hasta obtener una confluencia del 80%. Se retiré el medio de los pozos, se lavé con
PBS y se agreg6 el medio para la transfeccion, se incubd por 48 hrs. Se lavé con
PBS y despegaron las células con PBS-EDTA vy tripsina. Posterior a esto se
sembraron las células transfectadas en placa de 6 pozos de baja adherencia con
medio DMEM, FGF, EGF y B27 con un volumen de 2.5 mL, agregando 1000 células
por cada mililitro. Cada 3 dias se realiz6 cambio de medio, colocando durante 15
minutos la placa a 45° para que los esferoides se movieran al fondo y asi retirar el

medio de la parte superior. Se tomaron fotos a las 0 hrs, 3, 6, 9, 12 y 14 dias.

6.6 Lisis y extraccion de ARN total a partir de la linea celular

Para la extraccion del ARN total de la linea celular MDA-MB-231 transfectada y sin
transfectar y de las subpoblacion con fenotipo troncal transfectada y sin transfectar.
Primeramente, se despegaron las células, para eso se le colocaran 0.75 mL de PBS-
EDTA pH 7.0 y 32 uL de tripsina 0.25 % (Gibco) por pozo y se incubaron durante 5
min a 37 °C, pasado este tiempo las células se centrifugaron a 1,200 r.p.m a 4 °C
durante 5 min, posteriormente se retird el sobrenadante y la pastilla de células se

lavé con 1 mL de PBS pH 7.0 , se centrifugd nuevamente a 1,200 r.p.m a 4 °C
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durante 5 min y se desecho el sobrenadante. Se obtuvo una pastilla de células, a las
que se les agregé 1 mL de trizol y se mezclé por pipeteo, se recuperd el lisado
celular en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se incub6 durante 5 min a T.A, se agregoé
200 pL de cloroformo por cada mL de trizol utilizado y se mezclé por agitacion
vigorosa durante 15 segundos, se incubé el tubo eppendorf durante 3 min a T. Ay se
centrifugd a 12,500 r.p.m por 25 min a 4°C. Posterior a la centrifugacion, se recuperé
la fase acuosa cuidando de no mezclar las otras fases, y se colocé en un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 mL, se le adicionaron 500 pL de isopropanol para precipitar
el ARN y se incub6 en hielo durante 20 min, transcurrido el tiempo se centrifug6 a
12,500 r.p.m durante 25 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante, la pastilla se lavo
con 1mL de etanol al 75 % y se dejo secar durante 5 min. Posteriormente, se re-
suspendié en 20 puL de agua libre de RNAsas. Finalmente el ARN obtenido se
cuantific6 por espectrofotometria con un equipo nanodrop y visualizado mediante

geles de agarosa/TAE al 1% la integridad.

6.7 Transcripcion reversay reaccion de la cadena polimerasa en tiempo real
(RT-qPCR)

Para la realizacion de la RT-PCR se utilizé 1 ug de RNA de las células MDA-MB-231
y de la subpoblacién con fenotipo troncal CD44+/CD24-. El volumen final para la
reaccion fue de 50 ul donde agregamos 1ul de SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq
Mix, 25 ul de 2x reaccion mix, de los primers para CD24, CD44, CD133 y Nanog se
agrego 1 ul de los primers sentido (10 um) y 1 pl anti sentido (10 um), 0.5 ul de la
sonda fluorogénica (10 um) y se afor6 con agua libre de RNAsa. La reaccion se
realizd de la siguiente manera: 50 ° C durante 5 min, 95 50 ° C durante 2 min y 40
ciclos a 95 ° C durante 15 segundos, 60 ° C durante 30 segundos. Las pruebas se

normalizaron usando GAPDH como control.
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6.8 Disefio de oligonucledtidos

Se descargaron las secuencias del mMRNA de cada uno de los marcadores de
pluripotencia CD24, CD44, CD133 y NANOG en Genbank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), para aquellos que presentan isoformas se
realiz6 un alineamiento en clustalw (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw), para
seleccionar las secuencias conservadas. En primer3 input
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) se colocaron las caracteristicas de los
oligonucledtidos deseados asi como las secuencias alineadas para obtener los
primers candidatos, posterior a esto se seleccionaron los primers mas aptos y

enviaron a sintetizar.

6.9 Ensayo de mimetismo vasculogénico

El ensayo de mimetismo vasculogénico se realizé a través de un cultivo en 3D. En
primer lugar las células fueron transfectadas de acuerdo al protocolo explicado
anteriormente en las condiciones de control, scramble y miR-204 incubandolas a 37 °
C, 5% de CO2 y 1% de O2 por 48 horas. Transcurridas las 48 horas se despegaron
las células con PBS-EDTA vy tripsina. Se colocaron 50 puL de matrigel preparada (900
puL + 100 pL de PBS) por pozo (matriz geltrex) en una placa de 96 pozos y se incubo
por 1 ha 37 ° C. Posteriormente de las células obtenidas de la transfeccion y
sometidas a hipoxia se agregaron 30,000 células por pozo para cada condicion por

duplicado, las cuales fueron adicionadas con medio DMEM sin suplementar. Las
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cuales se monitorearon y documentaron con evidencia fotografica alas 0, 3, 6,9y 12
horas. Posterior a esto se realizo la cuantificacion de nodos y capilares en cada una
de las horas evaluadas y se realizO un analisis estadistico en GraphPad Prims

version 6.01.

6.10 Anédlisis Bioinforméticos

Los blancos de miR-204 se identificaron utilizando los softwares TarBase
(http://www.tarbase.org/), TargetScan 7.0 (http://www.targetscan.org/vert 72/), vy

mirPath (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/). Los genes diana que fueron

predichos por los algoritmos que se encuentran en las vias de sefializacion del
mimetismo vasculogénico y en el mantenimiento de las células pluripotentes se
seleccionaron para un analisis adicional en la base de datos de Kaplan-meier Plotter

(http://kmplot.com/analysis/).
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VIl. Resultados

7.1 Efecto del miR-204 en la formacion de esferoides de la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231

Con el fin de evaluar si la restauracion del miR-204 era capaz de inhibir la formacion
de esferoides en las células MDA-MB-231, se transfectd el precursor del miR-204 a
una concentracion de 30 nM, posteriormente se llevd a cabo el ensayo de formacion
de esferoides bajo las condiciones control (sin transfectar), scramble (30 nM) y miR-
204-5P (30 nM) en placas de baja adherencia, monitoreando el ensayo durante 14

dias en un microscopio de campo claro.

Los resultados muestran que en la condicién control sin transfectar (Fig. 12A) los
esferoides se formaron a partir del tercer dia y conforme pasa el tiempo el nimero de
éstos aumenta considerablemente, asi como el tamafio de los mismos, observando
estas estructuras tridimensionales con su forma esferoidal caracteristica en el
sobrenadante del medio. En la condicibn scramble (Fig. 12B) se tuvo un
comportamiento similar al del control, los esferoides se observan desde el tercer dia
y por consiguiente el nimero y tamafio de los mismo va en aumento. De manera
interesante en la condicién transfectada con el miR-204 (Fig. 12C) la formacion de
esferoides se observé hasta el quinto dia, retrasando la aparicion de estas
estructuras, ademds, durante el tiempo de monitoreo el nUmero y tamafo de los
esferoides era menor en comparacion con los registrados en las condiciones de
control y scramble (Figura 13 y 14). Los resultados indican que la restauracion del
mMiR-204 en la linea celular MDA-MB-231 disminuye significativamente el nUmero de
esferoides formados hasta los 14 dias con respecto a las células control y
transfectadas con scramble (Fig. 13A). Después de los 14 dias los esferoides se
disgregaron con el fin de evaluar si la transfeccion con el mir-204 podia inhibir la
autorrenovacion de estas estructuras tridimensionales, por lo que se procedié a

resembrar las células disueltas en las mismas condiciones que las células iniciales.
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Como se esperaba las células que fueron transfectadas con el miR-204 presentaron
un menor numero en la reaparicion de las esferoides en comparacion con el control y
scramble (Fig. 13B). Lo anterior sugiere que el mir-204 inhibe la formacion de

esferoides y la autorrenovacion en células de cancer de mama MDA-MB-231.

Tiempo (dias)
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Figura 12. Formacion de esferoides de la linea celular MDA-MB-231. Imagenes

obtenidas durante el monitoreo de la formacion de esferoides con la linea celular
MDA-MB-231 en las condiciones de transfeccién (A) control, (B) scramble y (C) miR-
204 durante 14 dias.
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Figura 13. Niomero de esferoides formados en la primer y segunda generacion
con células MDA-MB-231. Gréafica de la cuantificacion del nimero de esferoides en
las condiciones Control, Scramble y miR-204-5P a los 14 dias en la primer (A) y
segunda (B) generacion, donde podemos observar una disminucién significativa en la
condicion del miR-204 en comparacion con el control y scramble. Los resultados
fueron representados como media + S.D. Las diferencias significativas se analizaron
por analisis de varianza (ANOVA). Un valor de p<0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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Figura 14. Tamafo de los esferoides en la primer generacién. Las imagenes de
los esferoides formados a los 14 dias de la primer generacion en las condiciones (A)
Control, (B) Scramble y (C) miR-204 fueron analizados en el software ZEN para
conocer el diametro de cada uno de estos. (D) Representacion gréfica del tamafio de
los esferoides de las 3 condiciones. Los resultados fueron representados como
media + S.D. Las diferencias significativas se analizaron por analisis de varianza

(ANOVA). Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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7.2 Porcentaje de la subpoblacién con fenotipo troncal CD44+/ CD24- en células

MDA-MD-231 en condiciones control, scramble y miR-204.

Con el proposito de determinar si el mir-204 inhibe el fenotipo troncal CD44+/CD24-
en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 la cual presenta un porcentaje
de células con el fenotipo troncal del 85 +/- 5% de acuerdo a lo reportado en la
literatura, realizamos un ensayo de citometria de flujo en el cual marcamos las
células con los anticuerpos para las proteinas de membrana CD44 y CD24, proteinas
que se utilizan para aislar la subpoblacion celular con fenotipo troncal en células de
cancer de mama. Se pasaron las células MDA-MD-231 a través del citbmetro para
cuantificar el porcentaje de la subpoblacion CD44+/CD24- en las condiciones control,
scramble (30 nM) y miR-204 a dos concentraciones 30 nM y 60 nM. Los resultados
(Fig. 15A) mostraron que las células control presentan un 83.6 % de células
CD44+/CD24-, un porcentaje que se relaciona con lo que ya ha sido reportado por
diversos autores para esta linea celular. En la condicion de Scramble (Fig. 15B)
obtuvimos un 79.6% porcentaje similar a la condicion control y a lo que se ha
reportado en la literatura para esta linea celular. Para el resultado correspondiente a
la condicion donde las células fueron transfectadas con el miR-204 a 30 nM (Fig.
15C) obtuvimos un porcentaje del 69% observando una disminucion significativa de
la subpoblacion CD44+/CD24- con un valor de p < 0.0001 en comparacioén con la
condicion control y scramble (Fig. 15 E). De manera interesante en la condicion
donde las células fueron transfectadas con el miR-204 a 60 nM (Fig. 15D) se obtuvo
un 45.1% de células con el fenotipo troncal, porcentaje aun menor que la
transfeccion a 30 nM, teniendo de igual manera una disminucion significativa con
respecto al control y el scramble (Fig. 15E), lo que indica que el mir-204 en la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231 inhibe el fenotipo troncal CD44+/ CD24- ya

qgue disminuye de manera importante el porcentaje de esta subpoblacion.
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Figura 15. Porcentajes del fenotipo troncal de la linea celular MDA-

MD-231. Analisis de las subpoblaciones obtenidas a partir de la linea
celular MDA-MD-231 en las condiciones Control (A), Scramble (B) y
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miR-204 a 30 nM (C) y 60 nM (D). (E) Andlisis de los porcentajes de
células con fenotipo trocal CD44+/ CD24- de cada una de las
condiciones, los resultados obtenidos muestran una disminucion
significativa entre las condiciones control y miR-204 a 30 y 60 nM. Los
resultados fueron representados como media = S.D. Un valor de p<0.05

fue considerado estadisticamente significativo.

7.3 Aislamiento de células con fenotipo troncal CD44+/ CD24- de la linea
celular MDA-MB-231.

Para determinar si el miR-204 tiene un papel funcional en las células con fenotipo
troncal CD44+/CD24-, se realizaron cultivos masivos de células MDA-MB-231 con el
propdsito de aislar la cantidad suficiente de células madre de cancer de mama y
llevar a cabo los analisis correspondientes sin necesidad de realizar pases con estas

células.

Las células con el fenotipo troncal fueron aisladas utilizando marcadores de
superficie CD44 y CD24, seleccionando aquellas células que fueron positivas para
CD44 y negativas para CD24, obteniendo un 83.6% (Fig. 16A) de células con este
fenotipo, las cuales fueron transportadas al laboratorio y se conservaron en medio
DMEM suplementado con los factores FGF, FGE y B27.

De igual manera se determinaron los porcentajes de las subpoblaciones celulares
para las 3 subpoblaciones restantes que se obtienen a partir de los dos marcadores
utilizados (Fig. 16B), aunque cabe mencionar que estas células no fueron aisladas

debido a que solo utilizamos las células con el fenotipo troncal.
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Figura 16. Subpoblaciones obtenidas a partir de la linea celular MDA-MB-231.
(A) Grafica de puntos obtenida en la separacion de las células con fenotipo troncal.
(B) Tabla con los porcentajes de las 4 subpoblaciones posibles con los dos
marcadores utilizados en las células MDA-MB-231.

7.4 Disefio de oligonucledtidos para el analisis del fenotipo troncal por medio
de RT-gPCR

Los oligonucleétidos necesarios para la evaluacion del fenotipo troncal de las células
CD44+/CD24-, se disefiaron en el software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/), en el cual colocamos la secuencia que obtuvimos, a partir de los
alineamientos obtenidos de las variantes de cada uno de los genes de nuestro
interés, para CD24 se disefid un oligonucleétido sentido y un anti sentido de 20
nucledtidos el cual otorga un amplicon de 142 pb, para CD44 obtuvimos un
oligonucledtido sentido y anti sentido de 20 nucleétidos que da un amplicon de 203
pb, para CD133 obtuvimos un oligonucledtido sentido y un anti sentido de 20
nucledtidos que otorga un amplicon de 162 pb y para Nanog obtuvimos un
oligonucleotido sentido y anti sentido de 20 nucledtidos el cual amplifica un amplicon
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de 149 pb. En la siguiente tabla mostramos cada uno de los oligonucleotidos para los
genes CD24, CD44, NANOG y CD133, asi como la prueba de integridad en gel de

agarosa al 3% (Figura 17).

Tabla 4. Disefio de los oligonucle6tidos para los genes CD24, CD44, CD133 y

Nanog.
Marcador Tamarno (nt) |Secuencia

CD44sense 20| 5"-GCAATGCTTCTCAGACCACA-3’
CD44antisense 20 |5"-GAGGGGAGAGGGTAGACAGG-3’
CD24sense 20|5- GCCAGTCTCTTCGTGGTCTC -3
CD24antisense 205 - CCTGTTTTTCCTTGCCACAT -3
NANOGsense 20 |5-CAGTCTGGACACTGGCTGAA-3
NANOGantinse 20|5- CTCGCTGATTAGGCTCCAAC -3’
CD133sense 20|5- TTGTGGCAAATCACCAGGTA -3
CD133antisense 20|'5- TCAGATCTGTGAACGCCTTG -3

Carriles

100 pb

CDA44 sentido

o
2
F=}
C
[}
7]
<
N
[a)]
O

CD24 anti sentido

CD44 anti sentido
CD133 sentido
CD133 anti sentido
Nanog sentido
Nanog anti sentido
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Figura 17. Analisis de integridad de los oligonucleétidos empleados
para analizar la expresion de los marcadores de pluripotencia.

En el siguiente gel de agarosa al 3% se muestra el ensayo de integridad
de los oligonucledtidos sentido y anti sentido de los genes de CD24 (2'y
3),CD44 (4y 5), CD133 (6 y 7) y Nanog (8 y 9), en el cual se agregaron

150 ng de cada uno de los oligonucleétidos en cada carril.

7.5 El miR-204 inhibe la formacién del mimetismo vasculogénico mediado por

las células con fenotipo troncal CD44+/CD24- de cancer de mama

Para evaluar el papel funcional del miR-204 en la formacion de redes de los canales
3D del mimetismo vasculogénico, restauramos su expresion en las células con
fenotipo troncal CD44+/CD24- de la linea celular MDA-MB-231. Posteriormente
inducimos la formacién de los canales 3D, llevando las células por 48 horas de
hipoxia como se describié anteriormente. Incluimos como controles células no
transfectadas y transfectadas con scramble para evaluar que el efecto observado sea
por la restauracion del miR-204 y no por realizar un proceso de transfeccion a las
células. Una vez transcurrido el tiempo de hipoxia las células se colocaron sobre
matrigel para observar la formacion de las redes del mimetismo vasculogénico.
Como podemos observar a las 3 horas en la condicion control (Figura 18A) se
comienzan a notar los puntos de ramificacién los cuales son puntos clave en la
formacion de las redes, a las horas 6 se observan varios tubos capilares que unen
los puntos de ramificacién caracteristicos del mimetismo vasculogénico y a las 24
horas podemos apreciar claramente las redes de tubos capilares y puntos de
ramificacion del mimetismo vasculogénico formados por las células con fenotipo
troncal CD44+/CD24-, en la condicion donde las células fueron transfectadas con
scramble (Figura 18B) se aprecia un comportamiento casi idéntico a la condicion
control teniendo a las 24 horas los tubos capilares y los puntos de ramificacion del
mimetismo vasculogénico. Curiosamente la restauracion ectopica del miR-204 dio
como resultado la inhibicion de la formacién de redes capilares y de puntos de
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ramificacion de los canales 3D del mimetismo vasculogénico (Figura 18C), notando
gue los puntos de ramificacion se observan hasta las 6 horas y que conforme pasa el
tiempo la formacion de los capilares es muy escasa. Al cuantificar el numero de los
puntos de ramificacion (Figura 18D) y de los tubos capilares (Figura 18E) que se
formaron a las 24 horas, encontramos que existe una reduccion significativa de estas
estructuras en las células transfectadas con miR-204 en comparacion con las células

control.

A Control B Scramble C miR-204

P < 0.0001
80 1

No.de puntos de ramificacién

P < 0.0001
150 1

No.de canales capilares
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Figura 18. El miR-204 inhibe la formacion de estructuras tipo capilar en 3D
inducidas por hipoxia en células con fenotipo troncal CD44+/CD24- en cancer
de mama. Formacion del mimetismo vasculogénico mediado por las células con
fenotipo troncal de cancer de mama en las condiciones (A) Control, (B) Scramble y
(C) miR-204. Representacion grafica del numero de puntos de ramificacion (D) y
canales capilares (E) para cada una de las condiciones cuantificados a las 24 horas.
Las diferencias significativas se analizaron por analisis de varianza (ANOVA). Un

valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

7.6 Blancos del miR-204 que participan en el proceso del mimetismo

vasculogénico asociado a las células de cancer con fenotipo troncal

Para identificar los blancos probables del miR-204 que estan involucrados en el
mimetismo vasculogénico asociado a las células de cancer de mama con fenotipo
troncal, realizamos predicciones en bases de datos en las cuales logramos identificar
diversos genes involucrados en la vias de sefalizacion del mantenimiento del fenotipo
trocal, tales como TGBR2, PI3K, FGFR2, KRAS, MAPK1, FZD5, GSK3B y IGFR2 los
cuales participan la via de factor de crecimiento de fibroblastos, la via del factor de

crecimiento transformante, la via de Nodal, la via de factor de crecimiento insulinico.

Los genes blanco predichos del miR-204 involucrados en el proceso de mimetismo
vasculogénico son FAK, SRC, PI3K, KRAS, SHC, MAPK1, TGFBR2 y SMADG6 los
cuales participan en las vias de sefalizacion de Notch, Nodal, TFG, VEGF y Ephrin
implicadas en la formacion de los canales capilares y puntos de ramificacién de las

redes 3D del mimetismo vasculogénico.

Con base en estos resultados identificamos los genes blanco del miR-204 que estan
involucrados en las vias de sefializacién del mantenimiento de la pluripotencia células y
del mimetismo vasculogénico los cuales fueron KRAS con 3 sitios de unién, PI3K con

un sitio de union, TGFBR2 con 3 sitios de union y MAPK1 con 3 sitios de union.

74




UACM

dlCdddMelco

Los resultados obtenidos del andlisis bioinformético de prediccion se utilizaron para
realizar un modelo que representa tanto las vias de sefializacion involucradas en el
mantenimiento del fenotipo troncal como las vias que regulan el mimetismo
vasculogénico, en donde se muestran todos genes blanco del miR-204 en estas vias
sefialados con una linea de color negro (Figura 19). Teniendo el panorama de los
genes blanco del miR-204 involucrados en ambas vias de sefalizacion, permite
proponer que este mMIRNA puede estar modulando la formacion del mimetismo
vasculogénico en las células con fenotipo troncal mediante la regulacion de la expresion
postranscripcional de los genes KRAS, PI3K, TGFBR2 y MAPK1.

FGF?" 2} —mir-204
FGFR Ephrin 4.4

EphA2

VEGF, Twistl, | 4
Nodal, EphAz |
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Figura 19. Modelo de la regulacion del mimetismo vasculogénico y del
mantenimiento de la pluripotencia celular. Representacion de los blancos del miR-
204 en diversas vias de sefalizacion, en color rojo se muestran las vias de
sefializacion que se encargan del mantenimiento de la pluripotencia celular y en color
azul se muestran las vias de sefializacion para el proceso del mimetismo
vasculogénico. Los circulos azules con contorno rojo muestran los genes que se
encuentran involucrados en ambas vias, con una linea de color negro mostramos los

blancos que fueron predichos para el miR-204.

7.7 La alta expresion de los genes KRAS, PI3K, TGFBR2 y MAPK1 se

correlacionan con una baja supervivencia en pacientes de cancer de mama

Una vez identificados los genes blanco del miR-204 que participan en las vias de
sefializacion del mimetismo vasculogénico y en el mantenimiento de la pluripotencia
celular nos preguntamos si la expresion de estos genes esta correlacionada con la
supervivencia de los pacientes de cancer de mama. Para responder a esta pregunta,
realizamos un analisis de supervivencia general utilizando el trazador Kaplan Meier
Plotter el cual utiliza datos del transcriptoma e informacién clinica de supervivencia
general de una gran cohorte de pacientes con cancer de mama ( n = 1809) con un
seguimiento de 120 meses. Obtuvimos graficas de supervivencia en las cuales se
compararon dos cohortes de pacientes y se calculd el cociente de riesgos con

intervalos de confianza del 95% y el valor de P de rango logaritmico.

Los resultados mostraron que una alta expresion de los genes PI3K (HR = 2.63,
rango logaritmico P =0.012), KRAS (HR = 2.17, rango logaritmico P = 0.013), MAPK1
(HR = 3.22, rango logaritmicoP = 0.016) y TGFBR2 (HR = 2.06 rango
logaritmico P = 0.047) se asocian a una baja supervivencia y con un mal pronostico

de vida en pacientes de cancer mama (Figura 20).
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Figura 20. Graficas de Kaplan-Meier de supervivencia en pacientes de cancer
de mama segun la expresién de PI3K, KRAS, MAPK1 y TGFBR2. Analisis de
supervivencia global utilizando un trazador de Kaplan Meier para cancer de mama en
base a la expresion de los genes (A) PI3K, (B) KRAS, (C) MAPK1 y (D) TGFBR2. La
herramienta KM plotter para cancer de mama utilizé todo el genoma para datos de
expresion del ARNm e informacion clinica de supervivencia general de pacientes con
cancer, que se descargaron de Gene Expression Omnibus GEO y The Cancer
Genome Atlas TCGA y se calculo el cociente de riesgos con intervalos de confianza

del 95% vy el valor de P de rango logaritmico.
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VIIIl. Discusion

El cancer de mama es el tumor maligno mas prevalente en mujeres en todo el
mundo. Aproximadamente 2.1 millones de casos se diagnosticaron en 2018 y es la

principal causa de muerte por cancer en mujeres (Bray et al., 2018).

A pesar de gue existen diversos tratamientos como quimioterapia y radioterapia,
estos no siempre tienen éxito ya que el tumor tiende a resurgir. Esto se le atribuye a
la existencia de un grupo de células denominadas células madre del céncer, las
cuales son una subpoblacion de células tumorales que poseen una alta actividad
tumorigénica y caracteristicas de células madre como la autorrenovacion y

diferenciacion no controlada (Frank et al, 2010).

En cancer de mama se han reportado los marcadores para identificar las células
madre tumorales CD44, CD24, CD133, CD49f, CXCL1, HMGCS, CD166, CD47,
NANOG ALDH1 y ABCG2 (AL-Hajj et al, 2003, Ginnestier et al, 2007, Leccia et al,
2013, Vasiilopoulos et al. 2014, Wrigth et al, 2008, Zhou et al, 2019). Sin embargo,
los marcadores celulares CD44 + / CD24 - se han establecido como marcadores de

superficie minimos para las células madre del cancer de mama (Al-Hajj et al, 2003).

Anteriormente se ha demostrado que el miR-204 es un miRNA que se encuentra
reprimido en tumores y en lineas celulares de cancer de mama y esta desregulacion
induce la exacerbacion de distintos hallmarks del cancer (Flores et al., 2016, Salinas
et al., 2018). Ademas se han realizado andlisis de transcriptoma de las células de
cancer de mama que fueron transfectadas con el miR-204 en donde se reporté que
este miIRNA modula alrededor de 500 genes de los cuales algunos estan
involucrados en distintos hallmarks del cancer y en algunas vias de sefalizacion del

mantenimiento del fenotipo troncal (Flores et al., 2016).

Con el fin de identificar si el miR-204 podria estar modulando el porcentaje de células
con fenotipo troncal en base a que este miRNA modula genes involucrados en las
vias de sefializacion de la pluripotencia celular, realizamos un ensayo de citometria
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de flujo en el cual pudimos observar que al restaurar la expresion del miR-204 en las
células MDA-MD-231, la expresion de proteinas de membrana que estan
involucradas en la troncalidad de las células tumorales de cancer de mama como
CD44 y CD24 se ve modificada y el porcentaje de las células con fenotipo troncal
disminuye de manera significativa de un 83.6% en el control a un 69% y 45% en las
condiciones donde se restaura la expresion del miR-204. De manera interesante
notamos que al aumentar la concentracion de la restauracion del miR-204 de 30 nM
a 60 nM en las células de cdncer de mama, el porcentaje de las células con fenotipo
troncal disminuye aun mas ya que obtuvimos resultados de 69% y 45%
respectivamente, por lo que creemos que la expresion de este miRNA es de gran
importancia en la resistencia y resurgimiento de tumores, las cuales son
caracteristicas del cancer que se asocian a las células con el fenotipo troncal, es
importante sefialar que se deben realizar ensayos mas finos para identificar de qué
manera este miRNA modula el set de genes que otorgan la pluripotencia celular en
este tipo de cancer, pero este resultado puede dar indicios de que estamos frente a
un miRNA que tiene un papel importante en la aparicion y en el mantenimiento de

células con fenotipo troncal en cancer de mama.

Otra caracteristica importante de las células madre del cancer como de las células
madre normales, es la habilidad de formar esferas o crecer en colonias en medio sin

suero o en medio de agar blando (Qiu et al, 2012, Han et al, 2013).

El cultivo de los esferoides tumorales multicelulares ha cobrado relevancia en los
altimos afios como modelo in vitro de los tumores solidos (Gallardo et al, 2006). Por
lo que este tipo de ensayo se utiliza para evaluar a las células madre del cancer ya
que la estructura general de los esferoides mimetiza las etapas iniciales de los micro

tumores solidos in vivo antes de la vascularizacion (Gallardo et al, 2006).

En el presente trabajo demostramos que al restaurar la expresion de miR-204 en
células de cancer de mama la formacion de esferoides disminuye de manera
significativa y el tamafio de los mismos es menor en comparacion con la condicién
control, tanto en la primer como en la segunda generacion, por lo que pensamos que
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este miRNA tiene un papel funcional importante en la autorrenovacion de los tumores
en células de cancer de mama, siendo un posible tratamiento para evitar el
resurgimiento de los tumores después de que han sido removidos de manera
quirdrgica o por algun tratamiento con quimioterapia o radioterapia, puesto que se
hizo evidente la disminucion del resurgimiento de estas estructuras las cuales tiene
diversas caracteristicas que le brindan agresividad a los tumores incluyendo
migracion, invasion, angiogénesis y la resistencia a diferentes farmacos

antineoplasicos (Gallardo et al, 2006).

Una caracteristica importante de las células de cancer es su capacidad para formar
el mimetismo vasculogénico (MV) en el cual se forman canales vasculares que
carecen de células endoteliales para permitir el paso de sangre que lleva los
nutrientes necesarios para el mantenimiento del tumor, lo que brinda un aumento en
los hallmarks del cancer (Ge et al., 2018). Desde el descubrimiento del mimetismo
vasculogénico por Maniotis y colaboradores, se han descrito varios factores
involucrados en la formacién de estos vasos y diversos mecanismos por los cuales
se regula este proceso. En lineas celulares derivadas de carcinoma de eséfago, se
observé que la inhibicion de HIF1 alfa inhibe la formacion de VM y disminuye los
niveles de proteinas involucradas en la creacion de estos vasos, como VE-cadherina,
EPHA2 (efrina A2) y Laminina 5gamma2 (Tang et al., 2014). VE-cadherina es una
proteina relevante en mimetismo vasculogénico, dirige la ubicacién de EPHA2 a las
uniones intercelulares entre las células que forman los tubos caracteristicos de
VM. EPHA2 es una quinasa que activa dos vias esenciales en VM: PI3K
(fosfoinositido 3-quinasa) y ERK1 / 2 (quinasa 1/2 regulada por sefiales
extracelulares a través de la quinasa FAK) que estan asociadas con la supervivencia,

proliferacion y migracion (Paulis et al., 2010).

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se ha reportado que al restaurar la
expresion del miR-204 en células de cancer de mama se inhibe de manera
significativa las formacion del mimetismo vasculogénico y la angiogénesis (Flores et

al., 2016, Salinas et al., 2018), pero no hay reportes acerca de la funcidon mir-204 en

80




el mimetismo vasculogénico mediado por células con fenotipo troncal en cancer de
mama, por lo que nos dimos a la tarea de aislar la subpoblacién celular con fenotipo
troncal de la linea celular MDA-MB-231 y realizamos el ensayo de mimetismo
vasculogénico. De manera interesante observamos que la restauracidon ectopica de
miR-204 resulto en la inhibicion de la formacion de los puntos de ramificacion y tubos
capilares en comparacion con las células de control. Estos resultados se asemejan a
los obtenidos por Salinas y colaboradores en el 2018 donde realizaron ensayos de
mimetismo vasculogénico con la linea parental MDA-MD-231, aunque ahora
sabemos que el miR-204 actia como supresor de tumor en esta linea celular de

cancer de mama como en la subpoblacién que tiene el fenotipo troncal.

Como demostramos con nuestros resultados el miR-204 inhibe el proceso del
mimetismo vasculogénico en células con el fenotipo troncal de cancer de mama, pero
nos preguntamos cuales son los genes mediante los que este miRNA podria estar
llevando a cabo esta regulacién, por lo que realizamos andlisis in silico que nos
permitieron predecir los genes blanco del miR-204. De manera interesante logramos
predecir distintos genes blanco del miR-204 que estan involucrados en las vias de
sefalizacion del mimetismo vasculogénico y en las vias de sefalizacion del
mantenimiento del fenotipo troncal, de los cuales identificamos 4 blancos que
convergen en ambos procesos, los cuales son KRAS, PI3K, TGFBR2 y MAPK1.

KRAS es una proteina que esta involucrada en las vias de sefalizacion de Notch,
VEGF, FGF y participa en los procesos de crecimiento, maduracién y muerte celular
(Kranenburg et al., 2005). PI3K es un factor involucrado en las vias de sefializacion
de TGF, IGF, VEGF, FGF y Ephrin, ademas de que participa en el crecimiento,
proliferacion, movilidad y supervivencia celular (Fiona et al., 2003). TGFBR2 es una
proteina involucrado en la via de sefializacién de TGF y participa en los procesos de
apoptosis, angiogénesis, proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Zhang et
al., 2009). MAPK1 esta involucrada en las vias de sefalizacion de Notch, VEGF,
FGF y participa en los procesos de proliferacion y diferenciacién celular (Owaki et al.,
1992).
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Con estos resultados podemos proponer que el mimetismo vasculogénico mediado
por las células con fenotipo troncal podria ser regulado por el miR-204 a través del
control de la expresion de los genes KRAS, PI3K, TGFBR2 y MAPK1, aunque se
tendrian que realizar ensayos adicionales para realizar la validacion de dichos
factores como blancos de este miRNA. De los 4 generes propuestos el Gnico blanco
validado es el TGFBR2 en un trabajo realizado por Flores Pérez y colaboradores,
quienes demostraron que la expresion de esta proteina es importante para modular
el proceso de la angiogénesis y que se trataba de un blanco directo del miR-204, por
lo que al restaurar la expresion de este miRNA el proceso se ve inhibido.

Finalmente obtuvimos las graficas del trazador de supervivencia de Kaplan Meier
para cada uno de los genes KRAS, PI3K, TGFBR2 y MAPK1 los cuales estan
involucrados en las vias de sefializacion del mimetismo vasculogénico y del
mantenimiento de la pluripotencia celular, de manera interesante encontramos que la
alta expresion de estos genes, se asocia con una supervivencia general baja, lo que
sugiere un mal diagnostico clinico en pacientes con cancer de mama debido a que
estos genes tienen funciones importantes en las caracteristicas distintivas del cancer

gue brindan agresividad tumoral.

Sin embargo, no podemos establecer una conexion sdlida, ya que hemos recopilado
los datos clinicos de la base de datos Kaplan Meier Plotter en la cual no existe la
posibilidad de seleccionar datos de pacientes con presencia de mimetismo
vasculogénico, pero si podemos proponer la existencia de la correlacion entre la
expresion de estos 4 genes y la tasa de supervivencia, lo cual podria servir como
base para nuevos proyectos de investigacion que tengan como objetivo validar los
blancos propuestos e identificar la tasa de supervivencia en pacientes que presenten

un alta expresion de estos genes asi como el proceso del mimetismo vasculogénico.

En conjunto los resultados obtenidos en este proyecto son importantes para
fundamentar que el miR-204 puede regular las células con fenotipo troncal
CD44+/CD24- de cancer de mama, mismas que exacerban los hallmarks del cancer,

el mimetismo vasculogénico y brindan el resurgimiento y la resistencia al tratamiento
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del tumor. Por lo que proponemos que la induccion de la restauracion de este miRNA
en tumores de cancer de mama podria ser una alternativa terapéutica importante

para mejorar la tasa de supervivencia de los pacientes.
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IX. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion podemos

llegar a las conclusiones:

El miR-204 estd involucrado en la autorrenovacion tumoral, lo cual se ha
evidenciado mediante el ensayo de formacion de esferoides, donde apreciamos
que al restaurar la expresion ectopica de este miRNA el tamafio y numero de

esferoides es considerablemente menor en comparacion con el control.

Encontramos que el miR-204 estd modulando el fenotipo de células madre
cancerosas, ya que al restaurar la expresion del mir-204 en células MDA-MD-231

el porcentaje disminuye significativamente en comparacion con las células control.

La restauracién ectopica del miR-204 en las células con el fenotipo troncal
CD44+/CD24- de céncer de mama inhibe la formacion de los puntos de
ramificacion y de los canales capilares que forman las redes 3D del mimetismo

vasculogénico.

El miR-204 tiene como blancos puntuativos los genes PI3K, KRAS, MAPK1 y
TGFBR2 involucrados en el mantenimiento del fenotipo troncal y el MV, por lo que
podriamos proponer que mediante la regulacion de estos genes se inhibira el

proceso del MV mediado por las células troncales tumorales.

Los expresion de los genes PI3K, KRAS, MAPK1 y TGFBR2 correlacionan con
una mala supervivencia de los pacientes con cancer de mama triple negativo, por
lo que creemos gque si se restaura la expresion del miR-204 dichas proteinas se
expresarian menos y mejoraria la supervivencia de los pacientes

significativamente.
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XI. Anexos

11.1 Curso de citometria de flujo

Durante el desarrollo del presente proyecto de maestria asisti al curso basico en
citometria de flujo para usuarios del centro de instrumentos de citometria de flujo de
la coordinacion de investigacion en salud en las instalaciones del centro médico

nacional siglo XXI.
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