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Resumen

La heterogeneidad del cancer de mama, en especial de los tumores triple
negativos (TN), representa un reto clinico y biolégico. Los miRNAs son pequefios
RNAs no codificantes que regulan la expresion génica y modulan rutas
oncogénicas en los tumores de mama. El objetivo de este trabajo es describir la
heterogeneidad bioldgica en los tumores TN mediante el analisis de la expresién
de 1050 miRNAs en 132 tumores TN y 40 tumores con otros inmunofenotipos,
mediante el uso de microarreglos. Los analisis bioinformaticos con algoritmos de
agrupamiento no supervisado, definieron 4 subgrupos asociados con parametros
clinicos como presencia de recurrencia o metastasis y tiempo de sobrevida y
sobrevida libre de enfermedad. Procesos celulares como la proliferacion, muerte
celular programada y movilidad celular resultaron enriquecidos en los subgrupos
definidos. Los tumores TN también se contrastaron con otros fenotipos, lo que
permitié identificar miRNAs diferencialmente expresados tanto entre tumores con
fenotipos diferentes, como entre los subgrupos dentro de los TN. De esta forma se
seleccionaron miRNAs candidatos con relevancia biolégica para su posterior
analisis en modelos celulares. El miR-342-3p, sub-expresado en tumores TN y
abatido en uno de los subgrupos de riesgo clinico, fue transfectado en la linea
celular mda-mb-468 evaluando sus blancos transcripcionales mediante un analisis
de expresién génica con el arreglo HumanGeneSt v1.0 (Affymetrix). Estos datos,
junto con los analisis in silico definieron 140 genes alterados por el miRNA, de los
cuales 35 son potenciales blancos directos. La sobre-expresion exégena de miR-
342-3p provocod la reduccion de la proliferacion, viabilidad-migracion celular, y
arresto significativo en la fase S. MCT1, un transportador de lactato, es uno de los
blancos directos de miR-342-3p validos por ensayos de gen reportero (expresion
de luciferasa) y expresion del producto proteico de MCT1 mediante westernblot. El
efecto biolégico de la expresidon exdgena del miR-342-3p resulta en una
acumulacion de lactato exégeno, aumento del lactato endégeno, acompanado de
la disminucién de glucosa extra e intracelular. Estos resultados sugieren un
cambio metabdlico por la alteracion de los flujos de lactato establecidos por la
inhibicion de MCT1 por miR-342-3p. Nuestros datos identificaron un perfil de
miRNA que revela la existencia de 4 subgrupos de tumores TN. La
caracterizacion bioldgica del miR-342-3p aporto nuevos conocimientos sobre los
programas transcripcionales en tumores TN. El conjunto de datos presentados
confirman la participacion de los miRNAs como reguladores de los programas
oncogeénicos en lo tumores TN.

Palabras clave: miRNA, cancer de mama, heterogeneidad, miR-342-3p, tumores
triple negativo, clasificador basado en perfiles de expresién de miRNAs



Abstract

Triple negative breast cancer (TNBC) represents a challenging tumor type due to
their poor prognosis and limited treatment options. It is well recognize that clinical
and molecular heterogeneity of TNBC is driven in part by post-transcriptional
regulators such as miRNAs. To stratify TNBCs, we profiled 1050 miRNAs in 132
adjuvant TNBC tumors and 40 tumors from other immunophenotypes using an
Affymetrix microarray platform. A NMF clustering analysis allowed us to identify 4
TNBC subtypes featuring unique miRNA expression patterns, disease free and
overall survival rates and particular gene ontology enrichments (performed with
GSEA algorithm). Our agglomerative approach was cross-validated by using two
other clustering algorithms (k-means and consensus clustering). TNBC miRNAs
subgroups were also correlated with the Lehmann intrinsic subtypes, finding a
significant enrichment of immmnomodulartory and basal 1 subtypes in our high risk
mMiRNA subgroups. 3 cell line models (MDA MB 468, MDA MB 231 and HS578T)
were classified according to our miRNA signature, recapitulating two different
mMiRNA subgroups. The TNBC tumors were compared against other phenotypes
identifying differentially expressed miRNAs that together with the altered miRNAs
within the subgroups allowed us to define interesting miRNAs for further functional
analysis. We found low expression levels of miR-342-3p in TNBC tumors
compared with other breast cancer phenotypes, and this down-regulation
characterizes one of our miRNA subgroups with high risk to relapse. To
characterize its functional role, miR-342-3p was transiently transfected in the cell
line MDA-MB-468, showing a decrease in cell proliferation, viability and migration
rates. A gene expression profile (Human gene st, Affymetrix) revealed 140 altered
mRNAs, from which 35 are potential direct targets of miR-342-3p defined by an in-
silico analysis. The monocarboxylate transporter 1(MCT1), was confirmed as one
target of miR-342-3p by a luciferase assay and western blot analysis. MCT1
repression by the miRNA promotes lactate efflux changes in the tumor cells,
reflected in the accumulation of exogenous lactate and the increase in levels of
extracellular endogenous lactate together with a decrease level of intra and inter
cellular glucose concentration. We also explored other mechanisms that can
contribute to the modulation of lactate and glucose levels such as the expression of
MCT4, HIF1alpha and Glut1, but not significant changes were observed, pointing
out the important role of the regulatory circuit of miR-342-3p and MCT1 in a
particular TNBC tumor cells metabolism. These data suggest a metabolic change
that favors a more glycolytic environment, which lead to a glucose deprivation
context that may contribute to the reduction in proliferation, viability and migration
capabilities already described. Furthermore, to define the main transcriptional
modulator of the intronic miR-342-3p in TNBC, we evaluated the correlation
between the expression of estrogen receptor, miR-342-3p and its host gene EVL in
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TNBC tumors from TCGA data. A significant correlation between these transcripts
was observed. These results, together with information from other studies and
Chip-seq analysis suggest that the ER activates the transcription of EVL and
consequently the intronic miR-342-3p. We validated these correlations in our
cellular model by transiently silencing of the ER. Our data provides evidence that
miRNAs sub-classification signature can recapitulate the biological and clinical
heterogeneity of TNBC. Moreover, show that miRNAs regulate important
oncogenic pathways in TNBC cells such as: proliferation, cell movement and
apoptosis in the different subgroups.



Introduccion

Generalidades de la glandula mamaria.

La glandula mamaria es una estructura
de origen embrionario ectodérmico
localizada entre la segunda y la sexta
costillas prologandose hasta la axila. Se
compone primordialmente por tejido
secretor (tejido funcional) y estroma
formado por tejido conjuntivo

(mesénquima) el cual brinda sostén a

Fig. 1 Anatomia de la glandula mamaria. Tomado de toda la mama. El elemento glandU|ar

www.medelasml.com.ar presenta  conductos  galactdforos,

denominados I6bulos, que se abren
hacia el pezdn y se subdividen en estructuras mas pequenas llamadas lobulillos
que contienen las unidades funcionales productoras de leche (acinos) [1, 2].
También se presentan vasos sanguineos y linfaticos, asi como tejido conectivo
(Fig. 1). ElI mayor porcentaje de los canceres de mama inicia en las células que
recubren los conductos (canceres ductales), otro porcentaje menor se originan en
las células que recubren los lobulillos (canceres lobulillares), mientras que un

pequefio numero se origina en otros tejidos del seno.

Desarrollo de la glandula mamaria

El desarrollo de la mama es un proceso continuo que abarca gran parte de la vida
de la mujer. La formacion de dicha estructura comienza durante el desarrollo
embrionario cuando se forman los primordios mamarios, principalmente los
conductos galactoforos y las células epiteliales secretoras que son inducidas por
los fibroblastos que expresan receptores a estrogenos, progesterona vy
testosterona, y por los pre-adipocitos, los cuales controlan la ramificacion de los
conductos[1]. Durante esta etapa las hormonas sexuales juegan un papel

fundamental en el establecimiento del dimorfismo sexual. Mientras que en las



mujeres los niveles bajos de testosterona permiten que los conductos vayan
incursionando al mesodermo, en el hombre los altos niveles de esta hormona

detienen su desarrollo primario (Fig 2a) [1].

En la pubertad se lleva a cabo la segunda etapa del desarrollo, periodo en el que
las hormonas estimulan la formacién de la glandula funcional, seguida por el
estado adulto en el que los ductos galactéforos finalizan su crecimiento hacia el
pezén y el tejido glandular se extiende hasta los extremos de la mama. Las
ultimas etapas tienen lugar durante el embarazo, cuando ocurre un cambio en la
arquitectura ductal a una estructura I6bulo-alveolar y durante la lactancia, tiempo

durante el cual se produce leche (Fig 2b) [1, 2].
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Fig 2: Desarrollo de la glandula mamaria desde la etapa embrionaria (A) hasta la culminacién de su
crecimiento durante el embarazo y lactancia (B). Modificada de: “Cooperation of signalling pathways in
embryonic mammary gland development®

Diversas biomoléculas poseen una actividad biolégica fundamental en el
desarrollo de la glandula mamaria: los estrogenos, estimulan el crecimiento y la
diferenciacion del epitelio ductal y conectivo, la progesterona es necesaria para el

desarrollo del Iébulo alveolar y la diferenciacion de las células epiteliales



alveolares, la hormona del crecimiento estimula la maduracion epitelial y
promueve el metabolismo para la produccion de leche durante la lactancia, la
prolactina participa en la ramificaciéon lateral de los ductos y la hormona

paratiroidea permite el desarrollo normal del sistema ductal[1, 3].

Cancer de mama

El cancer de mama comprende un conjunto de diversas patologias presentes en el
tejido mamario, usualmente originado en los conductos y I6bulos, a causa de la
acumulacion de dafios en el material genético y celular los cuales favorecen la
division celular anormal y descontrolada, proliferacion no restringida capaz de
invadir y metastatizar otros tejidos y 6rganos a través de los sistemas sanguineo y
linfatico, induccién de sefales angiogénicas que favorecen la optima irrigacién de

nutrientes y oxigeno, asi como resistencia a los mecanismos de muerte celular
(Fig3) [4].

Mantenimiento
de sefiales
proliferativas

Resistencia a Evasion de
mecanismos de Céancer de mama supresores de

muerte celular crecimiento

Activacion de
invasiony
NEENENN

Induccion de
angiogenesis

capacidad
replicativa

Fig 3: Caracteristicas moleculares de las células tumorales de la glandula mamaria los cuales confieren
ventajas selectivas sobre las células normales . Modificada de [4]

El desarrollo del cancer se basa en diversos procesos: la adquisicion continua de
variaciones en el genoma debido a mutaciones al azar, variacion somatica en el
numero de copias, alteraciones en los perfiles de expresion génica, actividad

anormal de reguladores pos-transcripcionales y alteracion en mecanismos
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epigenéticos, asi como la seleccién celular que actua sobre la diversidad de los
fenotipos resultantes. De esta forma, las células que presentan ciertas
alteraciones, adquieren capacidades mas efectivas de sobrevivir que las células
vecinas, al poseer una ventaja competitiva. ElI cancer resulta debido a la
acumulacién de alteraciones en el genoma adquiridas a lo largo de la vida del
paciente, de las cuales una fraccion muy pequefa se han convertido en cambios

fijos que promueven el desarrollo tumoral [5].

La transformacion de las células mamarias normales a tumorales depende de un
conjunto complejo de procesos moleculares y celulares causados por factores
internos (procesos que abarcan desde los niveles celulares hasta el estado
general del organismo) y externos (exposicion a factores radioactivos,

mutagénicos y cancerigenos) a los cuales se les denomina factores de riesgo.

A continuacion se enlistan los principales factores que contribuyen al desarrollo

de cancer de mama [1-3, 6, 7]:

* Exposicion a estrogenos: La prolongada y continua exposicion de
estrogenos favorece el crecimiento celular aumentado el riesgo de padecer
cancer de mama:

o Comienzo de menstruacién a edades tempranas (antes de los 12
anos)

o Inicio de la menopausia a edades avanzadas (después de los 55
anos)

0 Exposicion de estrogenos (ambiente hormonal adverso):
administracion de suplementos hormonales, anticonceptivos
estrogénicos y exposicion ambiental.

* FEdad e historia personal: edad mayor de 40 afos, padecimiento previo de
cancer en una mama y cambios fibroquisticos significativos en la estructura

mamaria.
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Embarazo y lactancia: Edad del primer embarazo y tiempo de lactancia.
Estos aspectos disminuyen el numero de ciclos menstruales y por tanto la
exposicién a estrégenos. Aunado a ello, el proceso de lactancia genera
cambios fisiolégicos, génicos y epigenéticos que promueven mecanismos
protectores contra el cancer de mama

Peso: El sobrepeso, sobre todo en mujeres post-menopausicas, brinda una
fuente importante de estrégenos a través del tejido graso. Asi, cuando
existe mucho tejido graso también se presentan mayores niveles
estrogénicos los cuales podrian promover un estado tumorigénico.

Estilo de vida: vida sedentaria y dieta alta en grasas y carbohidratos.
Consumo de alcohol: El alcohol limita la capacidad del higado de controlar
los niveles hormonales.

Etnicidad: Las mujeres caucasicas tienen mayor propension que las
Afroamericanas, Asiaticas, Hispanas y Nativas Americanas.

Génicos e historia familiar: Familiares de grado directo con cancer de mama
con posible presencia de mutaciones en linea germinal en genes relevantes
para el mantenimiento celular. Aproximadamente de entre 10 al 15% del
cancer de mama posee un componente hereditario reflejado en la presencia
de mutaciones en: 1) BRCA1 y BRCA2: genes supresores de tumor que
regulan el ciclo celular y evitan la proliferacidon incontrolada a través de la
regulacion de mecanismos de reparacion de DNA, 2) ATM: participa en la
reparacion del DNA dafado, 3) TP53: participa en la regulacién del
crecimiento celular, 4) CHEK2: la mutacion de este gen puede aumentar el
riesgo de cancer de mama hasta dos veces mas, 5) PTEN: regula el
crecimiento celular, 6) STK11: la mutaciones de este gen se asocian con un
mayor riesgo de presentar un tumor mamario 7) PALB2: interactua y
colocaliza la proteina BRCA2, 8) BRIP1: interactia con BRCA1 durante la

reparacion de rompimientos de DNA de doble cadena.
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Cancer de mama: un nuevo reto en la salud publica.

El cancer, es en la actualidad uno de los mayores retos en la salud publica
mundial, pues es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad cuya
incidencia aumentara durante las préximas décadas. Se prevé que las muertes a
causa del cancer aumentaran un 45% entre 2007 y 2030, pasando de 7.9 millones
a 11.5 millones de defunciones, mientras que el diagndstico de nuevos casos de
cancer también aumentara de 11.3 millones en 2007 a 15.5 millones en 2030 [8,
9]. En particular el cancer de mama, es el cancer femenino mas comun a nivel
mundial con un estimado de 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en
2012. La mayor incidencia de este padecimiento se presenta en regiones en vias
de desarrollo como Latinoamérica, Asia y Africa, con un total de 883,000 de
nuevos casos para el 2012, mientras que en la regiones desarrolladas la tasa de
nuevos casos fue de 794,000. En regiones menos desarrolladas el cancer de
mama, representa la causa de muerte mas comun, correspondiendo a estos

paises cerca del 72% de las muertes por cancer ocurridas en 2007 (Fig. 4) [9, 10].

Incidencia Mortalidad

Incidencia

(Riesgo acumulado) Mortalidad

Mujeres {Riesgo acumulado)
Mujeres

-~

Cancerde mama

Fuenta: Globocan 2012

Fuanta Glabocan 2012

Fig 4: Panorama mundial sobre incidencia y mortalidad del cancer de mama en poblacion femenina.
Fuente: Globocan, 2012.

Si bien hoy en dia contamos con mejores métodos de deteccidn temprana y
tratamiento, son muchos los factores que determinan la aparicién y desarrollo del
cancer, por ello su estudio presupone un importante reto cientifico y tecnolégico,

cuya comprensiéon brindara nuevas y mejores soluciones para su tratamiento [10].
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Cancer de mama en México

El cancer de mama en México es la primera causa de muerte por cancer en
mujeres, correspondiendo al 15% del total de los tumores, con una incidencia de
35.3 por 100,000 mujeres en 2011 (Estimaciones de Knaul FM, Arreola-Ornelas H
y Tématelo a Pecho, A.C., con base en datos [9]). La tasa de mortalidad causada
por cancer de mama en mujeres ha presentado un incremento importante en los
ultimo anos, aumentando de 14.7 a 16.3 muertes por cada cien mil mujeres de
entre 2001 y 2013 (Fig 5) [11, 12].

Asimismo, de acuerdo con las cifras de la Secretaria de Salud 46% de las
pacientes mexicanas padecen esta enfermedad antes de cumplir 50 anos (Fig. 5)
[10]; esto es, la incidencia de cancer de mama en nuestro pais se presenta una
década antes que en las poblaciones Europeas o Estadounidenses, lo cual puede
deberse a la estructura poblacional en la que hay un amplio porcentaje de
poblacién joven o bien a factores medioambientales que favorezcan la apariciéon

precoz de este padecimiento.
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Fig 5: Descripcién epidemiolégica del cancer de mama en México. (Superior) Tasa de incidencia y mortalidad
por tumores en México. (Inferior) Porcentajes por edades sobre la incidencia de cancer de mama en diversas
regiones mundiales. GLOBOCAN, 2012
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Las cifras muestran un panorama critico en México, en el 2009 la Secretaria de
Salud reporté que en los ultimos 10 afos la incidencia de cancer de mama habia
aumentado un 50%. Las proyecciones epidemiolégicas reportan que la incidencia
de cancer de mama en nuestro pais aumentara un 68% para 2030 con respecto a
2012, mientras que la mortalidad aumentara 81% [8]. Por ello, los métodos de
diagndstico temprano deben ser una estrategia basica en los programas de
deteccidon y prevencion del cancer de mama. Asimismo, los programas cientificos
deben ir encaminados a ampliar los esquemas de diagndstico temprano y
tratamiento oportuno, pues del total de las pacientes mexicanas tan sélo del 5 al
10% se detectan en los primeros estadios, el resto es diagnosticado en estadios 3
0 4 lo que dificulta el tratamiento y aumenta los costos y la incertidumbre para la
paciente. Por el contrario, en paises desarrollados como Estados Unidos el 50%
de los casos es detectado en estadios tempranos [13]. Es importante conjugar los
avances clinicos con los cientificos para poder brindar nuevas opciones tanto
diagndsticas como terapéuticas encaminadas a mejorar la sobrevida de la

paciente.

Gendémica del cancer de mama

Hace mas de un siglo que se habia propuesto que el cancer es causado por
alteraciones en el DNA como mutaciones y re-arreglos cromosémicos [14], es
decir el cancer es un enfermedad del genoma. Tuvieron que pasar 70 afios para
que los cientificos pudieran comprobar dichos conceptos al describir la existencia
de genes mutados promotores de la carcinogénesis [15, 16]. Asi en la década de
los 80s se describié la presencia de dos tipos de genes relacionados con el
establecimiento del tumor: los oncogenes y los genes supresores de tumor, asi
como cambios genémicos como alteraciones en el numero de copias y re-arreglos
en el DNA. Estos estudios pioneros comenzaron a sugerir lo complejo que seria el
genoma del cancer. Gracias a los avances en las tecnologias de analisis
gendémico desarrollados en las ultimas décadas, se ha conseguido analizar de

forma sistematica las alteraciones presentes en el genoma del cancer (Tabla 1)
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[17]. En la actualidad existen diversos esfuerzos internacionales cuyo objetivo es
describir el complejo panorama del cancer a nivel de mutaciones, alteraciones
somaticas en el numero de copias, re-arreglos estructurales, cambios
epigenéticos y perfiles de expresion de diversos transcritos y proteinas, lo que
permitira obtener un catalogo de las alteraciones genéticas y epigenéticas mas

comunes en tumores de alta incidencia en el mundo (Fig. 6).

La correlacion entre variables clinicas, tiempo libre de metastasis y sobrevida con
diversas caracteristicas gendmicas, tales como perfiles de expresion de RNA
mensajero y mutaciones en genes accionables, han permitido el desarrollo de
herramientas de prediccion de curso clinico e identificacion de blancos

terapéuticos especificos.

Los avances en el entendimiento de las bases moleculares del cancer de mama
han sido amplios, sin embargo, falta por estudiar muchos mecanismos

involucrados en los procesos de regulacion y expresion génica.
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Fig 6: Omics del cancer de mama y estrategia analitica para caracterizarlo y estratificarlo

16



Tabla 1: Abordajes gendmicos en cancer de mama [17]

RPPA.

Nivel Alteraciones Descripcién Relevancia bioldgica

biolégico

DNA Mutaciones » Espectro y tasa de mutaciones Mutaciones  somaticas  conocidas  como

* Mutaciones en genes que dirigen el | mutaciones “conductoras” PIK3CA, PTEN,
desarrollo del cancer AKT1, TP53, GATA3, CDH1, RB1, MLL3,
* Mecanismos mutacionales MAP3K1 and CDKN1B
Genes de El gen de fusion es causado por | Mediante abordajes de secuenciacion de nueva
fusion translocaciones cromosémicas | generaciéon se han definido 2 tipos de
aberrantes que unen exones de dos | translocaciones: 1) privadas, presentes en un
genes no relacionados dando como | porcentaje pequefio de tumores como: MAGI3-
resultado RNAm y eventualmente | AKT3
proteinas quiméricas. 2) Redundantes distribuidas en un mayor
numero de neoplasias. Se han registrado al
menos 15 de ellas distribuidas en subtipos
definidos de cancer de mama.
Alteraciones * Ganancia y pérdida de cromosomas Mediante analisis de segmentacion se han
somaticas del * Rompimiento cromosomico: | identificado amplificaciones y deleciones a nivel
nimero de cromotripsis que produce un gran | focal, asi como ganancias y pérdidas a nivel de
copias (asnc) numero de re-arreglos brazo. Amplificaciones en PIK3CA, EGFR,
FOXA1 and HER2
Deleciones en MLL3, PTEN, RB1 and MAP2K4
Aneploidias
Metilacion Mecanismos de regulacion epigenénica | Perfiles bien caracterizados de metilaciéon donde
dado que se ha reportado su alteracién | se describe una tendencia a la hipo-metilacion
temprana en la tumorigénesis mamaria. global del genoma.
Metilacién aberrante se ha asociado con la
progresion clinica
Modificadores Andlisis de ChIP-Seq han permitido definir las
de histonas interacciones entre la proteinas modificadoras y
el DNA gendmico.

RNA Expresion Los perfiles de expresién de transcritos | Mediante microarreglos y secuenciacion se han
génica analizan los patrones de un numero de | definido genes con expresién diferencial
miRNAs genes de las células cancerosas para | importantes en la carcinogénesis, asi como la

predecir riesgos a recurrencia y muerte, | sub-clasificacién de los tumores de mama de

determinar el optimo tratamiento y | acuerdo a firmas de expresion de RNAm o

describir la naturaleza del tumor. miRNAs con relevancia clinica y bioldgica.
Asociacion de mutaciones y asnc con los
patrones de expresion.

Proteinas Expresion y Cuantificacion de la expresion de | El analisis protedmico permite entender a nivel
estructura de proteinas asociadas a cancer asi como | operacional la oncogénesis mamaria Yy
proteinas las proteinas fosforiladas mediante | contribuye a la caracterizacién de los diversos

fenotipos tumorales, asi como la identificacion de
blancos terapéuticos antineoplasicos.

En la actualidad contamos con tecnologia que permite detectar secuencias

especificas del material genético y algunas otras biomoléculas de forma muy

especifica, lo que ha permitido su uso como biomarcadores de progresion tumoral

que han ayudado a la elecciébn de tratamientos especificos, mejorando la

expectativa de vida de las pacientes. De igual forma, al tener mas informacion
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acerca de la estructura del genoma humano y de otras especies animales usadas
como modelos bioldgicos, se han generado clasificadores moleculares mucho mas
confiables en cuanto a su capacidad predictiva, lo que permite evaluar, por
ejemplo, el disefio y la caracterizacion de farmacos antitumorales y su posible
respuesta en diversos modelos celulares y animales. El desarrollo de tecnologias
como los microarreglos para analizar la expresion génica, genotipificar miles de
marcadores, analisis de alteraciones somaticas en el numero de copias, asi como
la expresion de proteinas y mas recientemente la secuenciacion de nueva
generacion, amplia de forma importante la posibilidad de abordar nuevos campos

en la investigacion de las bases moleculares del cancer.

La funcion de nuevos actores bioldgicos, asi como su participacién en el desarrollo
de la carcinogénesis mamaria ha comenzado a ser estudiada ampliamente. Un
ejemplo es el estudio de la funcion biolégica de los RNAs no codificantes, como
los microRNAs (miRNAs) los cuales tienen un papel importante en el desarrollo

tumoral y una posible aplicacién como clasificadores del cancer de mama [18, 19].

miRNA: importantes reguladores post-trancripcionales

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no codificantes de 21 a 25
nucledtidos, los cuales son incorporados en complejos de silenciamiento,
dirigiéndose a secuencias complementarias blanco homodlogas de RNAs
mensajeros, provocan la inhibicion de la transcripciéon del RNA blanco o bien lo
degradan por completo. Los miRNAs representan una importante fase de la

regulacion de la expresion génica a nivel post-transcripcional [20-27].

Los miRNA juegan un papel importante en la mayoria de las células eucariontes
incluyendo plantas, hongos, insectos (por ejemplo Drosophila melanogaster),
nematodos, como Caenorhabditis elegans (en los cuales en 1993 fueron descritos

por primera vez con el miRNA lin-4) y mamiferos.
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La funcion bioldgica de los miRNAs en Caenorhabditis elegans es la de controlar
el desarrollo larvario a través de sus cuatro etapas (Li-L4) funcionando pues como

un reloj regulatorio del linaje celular [28-30].

Entre las funciones biolégicas de los miRNA se incluyen la regulacion de la
diferenciacion y crecimiento celular, respuesta al estrés, muerte celular,
diferenciacion hematopoyética, morfogénesis de la piel, metabolismo, desarrollo
neuronal entre muchas otras. Su accion depende basicamente del tejido y tipo
celular en el que se encuentre; siendo altamente especificas al tiempo (etapa del
desarrollo) y tejido [20, 31-33].

Diversos estudios han reportado que esta regulacion pos-transcripcional es muy
amplia, puesto que un sélo miRNA puede poseer hasta 200 genes blanco con muy
diversas funciones [34, 35]. En el ser humano se han predicho aproximadamente
1881 precursores y 2588 miRNAs maduros (miRBase:

http://www.mirbase.org/index.shtml), que impactan una gran variedad de procesos

celulares importantes para las funciones normales, asi como en el desarrollo y
progresion del cancer. Lo anterior apunta a los miRNAs como un importante
modulador de la expresion génica, sin embargo la importancia funcional de

muchas de la anotaciones de miRNA contintan sin ser determinadas [34].

Maquinaria de sintesis y maduracién de miRNA.

Los miRNAs son transcritos que poseen un proceso de maduracién complejo y
cuyo papel es importante en la regulacion de las redes celulares. La organizacion
gendémica de los miRNAs es diversa, ocurriendo de forma individual y
localizandose en zonas exonicas, intergénicas o intronicas [36-38]; o bien
organizandose en estructuras denominadas clusters, los cuales son un conjunto
de miRNAs (transcritos policistrénicos) expresados de forma coordinada en el
tiempo; lo anterior sugiere su posible actividad conjunta en diversos procesos
bioldgicos [38, 39].
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El proceso global de sintesis y maduracion de los microRNAs se puede dividir en
dos etapas: nuclear y citoplasmatica. El proceso de transcripcion inicia en el
nucleo, donde la mayoria de los miRNAs son polimerizados por la RNA polimerasa
Il generando un transcrito denominado pri-miRNA (transcrito primario) en forma de
tallo-asa, el cual puede poseer la secuencia de uno o mas miRNA (policistrénico)
(Fig 7) [40].

A continuacion, el microprocesador formado por Drosha, una RNasa tipo lI
reconoce la doble cadena del pri-miRNA junto con el complejo proteico DGCRS,
generando un pre-miRNA en forma de pasador de entre 60 y 70 nucleétidos [27,
41-44]. En seguida el pre-miRNA es transportado al citoplasma por Exportin 5[27,
44]. A continuacién, la RNasa lll DICER actua junto con la proteina citoplasmatica
TRBP (Transactivating response RNA-binding protein) para procesar el pre-miRNA
en un miRNA maduro de doble cadena (Fig. 7) [39, 44, 45].

Cuando esta segunda digestion concluye, se genera una doble cadena de entre
21 a 25 nucledtidos(miRNA:mIiRNA"); de la cual una de las hebras es seleccionada
por TRBP (al actuar como biosensor en la eleccién de la cadena “guia”) para
incorporarla al complejo RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Entre menor
estabilidad termodinamica (menor estabilidad entre los puentes de hidrégeno)
tenga la hebra en el extremo 5’ se facilitara su incorporaciéon al complejo RISC
(Fig. 7). La hebra pasajera puede ser incorporada a otro complejo RISC o bien
degradada [39, 44, 45].

El complejo RISC que contiene el miRNA (miRISC), estda compuesto por varias
proteinas: Dicer, Ago2, TRBP y Piwi (Fig 7). miRISC se une a través de la proteina
argonauta a la regién 3’ no traducida (3’ UTRs) del RNAm blanco de forma
perfecta o imperfecta. Las bases del miRNA en la posicidén 2 a 7 poseen la regidon
semilla, la cual debe tener una complementariedad del 100% para unirse con su
blanco. Estas regiones son las que han servido para predecir los blancos

transcripcionales de cada miRNA [27, 33]. Algunos estudios han reportado que la
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union de los miRNAs al extremo 5 no traducible o a las secuencias codificantes
del RNAm podrian ser funcionales, aun cuando este es un mecanismo que no

esta claramente descrito en mamiferos [46-48].

Los miRNAs regulan la expresion del RNAm blanco mediante diversos
mecanismos mediados a través de la degradacion o represién de la traduccion:
1) Degradacion del transcrito 2) Deadenilacién de la cola de poliA y la eliminacion
de la caperuza para la degradacién del RNAm en el citoplasma. Estos 2
mecanismo son llevados acabo por complejos miRISC digestivos [49, 50]. 3) La
asociaciéon de miRISC con los cuerpos P (Cuerpos de procesamiento) para la
degradacion del RNAm [27, 44, 51] 4) Durante el inicio de la traduccion al inhibir
la funcién de factor elF4E, lo que genera disminucién significativa en la eficiencia

de la sintesis de proteinas y 5) degradacién de la cadena proteica naciente [52].

En el cancer, diversos componentes de la maquinaria de biogénesis de miRNAs
se encuentran alterados. Las ribonucleasas Il DROSHA y DICER estan sub-
expresadas en diversos tumores como mama, pulmon, ovario y neuroblastomas.
Adicionalmente la baja expresién de estas proteinas se asocian también a cursos
clinicos agresivos. El conocimiento de los procesos que alteran la biogénesis de
miRNAs permitiria identificar blancos terapéuticos para restaurar los 6ptimos
perfiles de expresion de miRNAs, asi como biomarcadores con relevancia clinica
(Detalle de este tema en: [43, 53])

Regulacién de miRNA.
Otro de los mecanismos celulares que pueden modificar la tasa de expresion de

los miRNAs es la regulacion de su transcripcion. Diversos estudios reportan que la
regulacion de los miRNA ocurre por mecanismos clasicos epigenéticos o bien
mediante otros procesos celulares que responden a estimulos endégenos y

exdgenos.
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Fig 7: Biogénesis de miRNAs en condiciones fisiolégicas normales y en cancer

Con respecto a los mecanismos epigenéticos, varios reportes han descrito que la
metilacion del DNA y la actividad de inhibidores de deacetilasas de histonas
pueden modificar la expresion de un numero importante de miRNAs [54, 55]. La
identificacion de mecanismos de metilacién sobre promotores de miRNAs en un
grupo amplio de tumores sefala la importancia que tiene este procesos en la sub-
expresion de los miRNAs en los programas de cancer. Asi mismo, la expresion
desregulada de los miRNAs en cancer también puede ser consecuencia de la
alteracion de la marcas de histonas que puede ocurrir mediante la activacion
aberrante de deacetilasasa de histonas o complejos como Policomb sobre las

secuencias codificantes de miRNAs [56, 57].
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Los factores inducibles de hipoxia (FIH) son otros de los mecanismos que regulan
a los miRNA en respuesta a niveles bajos de oxigeno, condicibn muy comun en
los microambientes generados en las zonas neoplasicas, sobre todo en aquellas
que presentan una pobre prognosis y resistencia a las terapias convencionales
[58]. La interaccién y la relacion que se da entre los miRNA vy los factores
transcripcionales como P53 y el receptor de estrégenos, ambos alterados en
diversas neoplasias, han sido implicados en la desregulacién de la expresiéon de
algunos miRNAs [59, 60].

Heterogeneidad del cancer de mama
El cancer de mama es una neoplasia que se ha descrito como altamente

heterogénea desde el punto de vista biolégico y clinico. Esta heterogeneidad
fenotipica y funcional surge como consecuencia de cambios genéticos, diferencias
tanto en el ambiente celular como en el que se desenvuelve el individuo y cambios
en las propiedades celulares. La descripcidon de dicha variabilidad tiene impacto no
solo en el entendimiento biolégico de la enfermedad, sino también en el
comportamiento clinico del tumor y la respuesta a quimioterapia, lo cual pone de
manifiesto la relevancia de clasificar los tumores de mama en distintos grupos con

caracteristicas biolégicas y clinicas independientes y unicas [61-67].

El cancer de mama se ha clasificado mediante diversos abordajes y a través del
uso de diferentes moléculas. Los grupos histopatolégicos se han definido basados
en la expresion de marcadores inmunohistoquimicos a través de la evaluacion de
receptores de estrogenos (RE) y progesterona (RP), asi como el receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (ERBBZ2 o HER2). Esta clasificacion ha
permitido un diagndstico clinico estratificado, orientado al tratamiento dirigido a
moléculas blanco mediante terapia hormonal contra los receptores hormonales o
bien el bloqueo de la actividad de HER2 mediante anticuerpos monoclonales.
Otras moléculas como el RNAm ha permitido definir subtipos que permiten
predecir prognosis y respuesta a tratamiento especifico, revolucionando de esta

forma el sistema de clasificacion del cancer de mama. Perou y colaboradores en
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2009 clasificaron el cancer de mama en cinco categorias de a acuerdo a perfiles

intrinsecos de expresion génica de 50 genes (PAMS0) [68, 69]:

1.

Luminal A: Caracterizado por alto nivel de expresion de RE y RP, por lo que
los tratamientos mas eficaces es la hormonoterapia teniendo un buen
prondstico. Es negativo a HER2 (RE+, RP+, HER2-).

Luminal B: Comparte la mayor parte de las caracteristicas de luminal A,
excepto porque este subtipo tumoral es HER2 + (RE+, RP+, HER2+) y
presenta elevados indicies de la expresion proteica de ki67.

Parecido a Basal: tejido en el cual se expresan productos génicos
caracteristicos de células basales, sobresaliendo las queratinas 5, 6, 14 y
17. Por sus caracteristicas inmunohistoquimicas la mayoria son ftriples
negativos, es decir negativos RE, RP y HER2. El prondstico de este subtipo
tumoral no es bueno pues es muy agresivo (RE-, RP-, HER2-).

HER 2+: Es un tejido caracterizado por ser negativo a estrégenos y
progesterona y positivo para Her2. Los tratamientos mas empleados son el
anticuerpo monoclonal Trastuzumab, el cual actua contra el ectodominio de
HER2 (RE-, RP-, HER2+).

Bajos en claudinas: caracterizados por la baja expresion de las proteinas
claudinas y marcadores luminales, asi como un sobre-expresion de
marcadores de transicidén epitelio mesénquima y caracteristicas de células

progenitoras.

Los perfiles de expresion también han sido empleados para desarrollar firmas

pronosticas como Mammaprint y Oncotype DX [69-72], las cuales permiten definir

el riesgo de recaida y muerte de forma personalizada, asi como la necesidad de

administrar quimioterapia para el tratamiento del tumores en estadios tempranos.

Biologia de los tumores triple negativo

El cancer de mama tripe negativo (CMTN) se define como RE-, RP- y HER2-.

Uno de los grandes retos de este tumor es la ausencia de blancos terapéuticos

especificos, siendo la quimioterapia citotoxica sistémica la unica opcion aprobada
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en la actualidad para el tratamiento de este tipo de cancer. Aun cuando los
tumores TN muestran mayor quimio-sensibilidad que los tumores RE+, un
porcentaje importante de las pacientes con tumores TN presentan mayores
indices de recurrencia, metastasis y muerte durante los primeros 5 afnos que otros
fenotipos [72-74]. La heterogeneidad de los tumores TN esta considerada como un

importante potenciador de agresividad y quimio-resistencia (Fig. 8).

Una primera clasificacion inmunohistoquimica distinguié al menos dos grupos de
tumores TN basados en la expresion de 5 marcadores proteicos: RE, RP, HER2,
Cits/6 y EGFR1. El primer grupo se caracteriza por la expresiéon de Cit5/6 y/o
EGFR1 y el segundo en la no expresion de ninguno de los marcadores, siendo
este ultimo grupo el mas agresivo [75, 76]. Mediante abordajes moleculares los
tumores TN se clasifican como parecidos a basal (50%), bajos en claudinas (30%)
y luminales A, B y Her2 (20%). En 2011 Lehmann y colaboradores analizaron los
perfiles de expresién génica de 500 tumores TN clasificandolos en 6 subtipos
diferentes basados en firmas intrinsecas de expresion de RNAm: parecido a basal
1y 2 (BL1y BL2), mesenquimal (M), mesenquimal parecido a células progenitoras
(MSL), immunomodulatorio (IM) y luminal enriquecido en rutas androgénicas
(LAR) [77, 78].

Cada subtipo posee una biologia unica:

1. BL1: presenta enriquecimientos ontolégicos en procesos de ciclo celular y
respuesta a dano en el DNA.

2. BL2: estd enriquecido en senalizacion de factores de crecimiento vy
marcadores mioepiteliales.

3. M: presenta una alta expresion de genes involucrados en diferenciaciéon y
rutas de crecimiento.

4. MSL: enriquecidos en rutas de transicion epitelio mesénquima y factores de

crecimiento.
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5. IM: Enriquecidos en procesos de sistema inmune como sefializacion de

citosinas, procesamiento y presentacion de antigenos y procesos de

transduccion de sefales por sefializacion inmune.

6. LAR: sefializacién dirigida por andrégenos.
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Tomado de: hitp: National breast cancer founditaion //'www.nationalbreastcancer.orgtriple-negative-breast-cancer, New Strategies for Triple-Negalive
Breast Cancer—Deciphering the Heterogeneity (2014) y the Human Protein Atlas http://www.proteinatlas.org/

Fig 8. Caracterizacion bioldgica de los tumores de mama triple negativos. (Superior) Caracterizacion
inmunohistoquimica definida por la ausencia de receptores estrogenos, progesterona y HER2.
(Inferior) Clasificacion molecular basada en perfiles de expresion de RNAm mediante PAM50 y
Lehmann.

Los subtipos intrinsecos de los tumores triples negativos también presentan

respuestas variadas a terapia. Masuda evalud retrospectivamente la respuesta

patolégica en 130 tumores TN tratados en neoadjuvancia con doxorrubicina,

ciclofosfamida y paclitaxel [79]. La mayor respuesta patolégica completa se

observo en el subtipo BL1, mientras que la menor se identific6 en BL2, LAR y

MSL. Estos hallazgos sugieren que las pacientes con tumores TN pueden verse

beneficiadas de distintas terapias de acuerdo al subtipo molecular del tumor y

ponen de manifiesto la importancia de sub-clasificar este tipo de cancer.



Por otro lado, esfuerzos como el Cancer Genome Atlas (TCGA), integrd
informacion gendmica y transcriptomica para determinar la heterogeneidad de los
tumores TN. La alteraciones mas frecuentes presentes en esta neoplasia son la
pérdida de funcidén de genes asociados a reparacion de DNA como TP53, RB1y
BRCA1. También es frecuente la aberrante activacion de PI3K, y la sub-expresion
de PTEN [80].

miRNAs como elementos regulatorios de la expresion génica en los tumores
triple negativos.

La descripcion de perfiles de expresion de miRNAs mediante el uso de
tecnologias masivas como microarreglos o secuenciacién de nueva generacion ha
permitido identificar patrones de expresion asi como miRNAs especificos con

relevancia en la carcinogénesis de los tumores triple negativos.

Los miRNAs, pueden controlar la proliferacién, diferenciacién, sobrevida y
metabolismo celular asi como la estabilidad genética, invasion, migracién y
angiogénesis, procesos que en conjunto afectan el establecimiento y desarrollo del
tumor. Aun cuando miRNAs individuales pueden poseer una funciéon oncogénica
(ganancia de funcion dada por la expresion a la alza) o supresora de tumor
(pérdida de funcion dada por la expresién a la baja), diversos estudios han
reportado que la expresion global de los miRNAs esta suprimida en la células
cancerosas de los tumores triples negativos (Fig. 9) [19, 81]. Funcionalmente, a
través del estudio de muestras de pacientes y modelos in vivo e in vitro, se ha
definido que los miRNAs poseen una importante funcion en la iniciacion,

progresion y metastasis del cancer de mama triple negativo [82, 83].

Los cambios en los perfiles de expresion de miRNAs asociados a la
carcinogénesis han emergido como un promisorio marcador diagnostico que se
correlaciona con la progresién de la enfermedad, la sobrevida del paciente asi

como con la respuesta bioldgica al tratamiento (Fig. 9).
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Los miRNAs también pueden ser secretados al ambiente celular circundante o a
los diversos fluidos biolégicos de forma libre o empaquetados en vesiculas
liposomales como los exosomas. Este mecanismo representa un importante
proceso de comunicacion celular, donde fenotipos de resistencia a terapia,
senales de crecimiento, invasion o metastasis pueden ser intercambiados por las
diversas clonas celulares del tumor [84-86]. Asi mismo plantea un nuevo
panorama en los biomarcadores circulantes pues los miRNAs por sus
caracteristicas bioquimicas son moléculas sumamente estables lo que favorece la

reproducibilidad y sensibilidad de la deteccion [20, 21].

Para la mayor parte de los miRNAs asociados a la carcinogénesis mamaria triple
negativa definidos mediante perfiles de expresién, unicamente se ha reportado
analisis in silico, describiendo sus interacciones predichas con los RNAm blanco y
su posible relacion con la biologia de los tumores TN, existiendo un numero
limitado de miRNAs que se hayan validado experimentalmente. En la tabla 2 se
describen la mayor parte de los miRNAs que se han evaluado funcionalmente en
el CMTN.

* Regula oncogenes involucrados en proliferacion,
apoptosis, invasion y metastasis

* mi-200a/b/c, 205, 203, 31, 34a, let-7

*miR-10b, 26a, 146a, 153

apoptosis y metastasis

*Reprime genes reguladores de la proliferacion, invasion, ‘
*181a/b, 146,155,182

de farmacos
* miR-130a-3py miR-451a promueven quimio-sensibilidad a
doxorrubicina

* Regula genes involucrados en metabolismo, transporte e incorporacion

* Biomarcadores de diagnostico y pronostico en tejido tumoral o circulantes
*miR-195-5py 495, poseen un valor predictivo en el diagndstico temprano
*miR-18b, 103,107,y 652 predicen recurrencia tumoral y sobrevida

* miR-155, miR-493, miR-30e, miR-27a son una herramienta diagnostica.

miRNAs en cancer de mama triple negativo

Fig 9: Caracterizacion funcional de los miRNAs en el cancer de mama triple negativo [19, 81, 82,
83]
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miRNAs como clasificadores de tumores triple negativos

Varias moléculas se han empleado para desarrollar perfiles de expresién que se
asocien con la taxonomia, biologia y agresividad tumoral, asi como con respuesta
a tratamiento y progresion de la paciente. Los miRNAs son uno de los transcritos
que estan tomando gran relevancia ya que por sus pequefio tamafno poseen
mayor estabilidad que otros transcritos como los RNAm o RNAs largos no
codificantes, lo que permite el analisis de muestras embebidas en parafina u otros
materiales bioldgicos como sangre, plasma suero [87-89], orina [90], saliva [91] o

exosomas circulantes [92] de forma 6ptima.

Tabla 2: Resumen sobre la actividad de los miRNAs en tumores triple negativos con informacidn de
sus blancos validados y funciones bioldgicas [93]

miRNA | Blanco validado | Funcion biologica en tumores TN | Cita
Supresores tumorales
miR-200a/b Zeb1/Zeb2, Suz Estimulacion de la diferenciacion del epitelio mamario [94]
12 y EphA2
miR-200c Zeb1/Zeb2 Inhibicion de transicion epitelio mesénquima [95]
MSN y FN1 Supresién de migracion [96]
TrkB Reversion de anoikis resistente [97]
miR-205 E2F1y LAMC1 Reduccién de proliferacion, ciclo celular y crecimiento de tumor | [60]
miR-203 BIRC5 Reduccion de proliferacion, su sobre-expresionse asocia a [98]
cursos clinicos pobres
LASP1 Inhibicion de migracion, sobre-expresado en cancer
metastasico
miR-31 WAVE3, RhoA 'y Reduccién de potencial metastasico [98]
Radexin
PRKCE Induccién de apoptosis y promocion de quimio y radio [99]
sensibilidad
miR-34a AXL Reduccién de migracion [100]
Familia let-7 RAS, MYC y Regulacién de oncogenes [101]
HMGA2
OncomiRs
miR-181a/b(*) | Bim Inhibicién de anoikis [102]
ATM Deterioro de la reparacion de rompimientos DNA de doble [103]
cadena
*Es regulado positivamente por TGF-B
*Su expresion sensibiliza a las células para tratamiento con
cisplatino e inhibidores de PARP
miR-146 y BRCA1 Media proliferacién y recombinacién homologa [104]
miR-146b-5p
miR-155(*) Es regulado por BRCA1 y estimulos pro-oncogénicos como la [57]
hipoxia.
miR-182 PFN1 Antagonista de mecanismos de inhibicion dela proliferacion e [105]
invasién celular.
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Perfiles de sub-clasificacion clinica:

En 2013, Cascione et. al, determind perfiles de expresion diferencial de miRNAs
en tumores TN relacionando firmas de expresidon con caracteristicas clinicas. Dos
patrones de expresion: miR-125b, miR-655 y miR-421 (firma asociada a riesgo) vy
miR-16, miR-374a, miR-374b y miR-497 (firma “protectora”) predicen
significativamente sobrevida promedio y sobrevida libre de enfermedad. Estos
hallazgos sugieren la importante actividad de los miRNAs en el subtipo triple
negativo mediante su habilidad de regular procesos celulares importantes tales
como crecimiento y proliferacién celular, migracién celular y degradacién de la

matriz extracelular [106].

Posteriormente Gasparini, identific6 un firma de 4 miRNAs (miR-155, miR-493,
miR-30e y miR- 27a) que permite subdividir a los tumores TN de acuerdo a sus
caracteristicas inmunohistoquimicas en basal core (CB, EGFR and/or CK5, 6
positive) o tumores “cinco negativos” (5NP), pero también en grupos de alto y bajo
riesgo clinico prediciendo prognosis en pacientes tratadas con dos de los mas
comunes regimenes quimioterapéuticos: antraciclinas or antraciclinas mas

taxanos[107].

Como se puede observar, existe clara evidencia acerca de que la heterogeneidad
bioldgica y clinica en tumores de mama triple negativos puede estar mediada por
la expresion diferencial de miRNAs, por lo que se requiere continuar
caracterizando el paisaje transcriptdmico de los miRNAs mediante diversos
abordajes matematicos que nos permitan identificar sub-grupos bioldgicos y
clinicos reproducibles, asi como recapitular otros clasificadores intrinsecos. De
igual forma, es importante aumentar el numero de muestras virgenes a tratamiento
evaluadas con informacion clinica de relevancia, para poseer cohortes de
validacion independiente y fortalecer los diversos clasificadores.  Asi mismo,
estos abordajes permitiran elegir miRNAs candidatos de forma mas adecuada,
para su evaluacion experimental en modelos in vivo a in vitro y con ello definir

mecanismos de accion y relevancia en el fenotipo triple negativo .
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Justificacion

El cancer de mama triple negativo es una entidad altamente heterogénea con
caracteristicas biolégicas y cursos clinicos diversos, asi como limitadas opciones
terapéuticas, restringiéndose unicamente a la quimioterapia citotoxica sistémica.
Hasta el momento existen pocos estudios que hayan descrito abordajes
matematicos y biolégicos para clasificar subgrupos de tumores triple negativos con
relevancia clinica y biolégica. A partir de firmas de expresion de RNAm se han
definido grupos enriquecidos en rutas celulares particulares, que contribuyen a la
tumorigénesis y al comportamiento biolégico y clinico del tumor. Entre las
alteraciones presentes en el establecimiento y desarrollo del tumor se encuentra
también la expresion de los miRNAs, por lo que el agrupamiento no supervisado
del fenotipo triple negativo basado en esta molécula es util para identificar nuevos
subgrupos tumorales o bien para recapitular los previamente ya establecidos

mediante otras moléculas.

Los perfiles de miRNAs poseen ciertas ventajas como moléculas clasificadoras: 1)
permiten emplear muestras embebidas en parafina, pues gracias a su estabilidad
y tamafo se obtienen transcritos con calidad e integridad 6ptima que eviten el
sesgo en el establecimiento y reproducibilidad del clasificador, a diferencia de los
transcritos largos. 2) La identificacion de patrones de miRNAs permite establecer
mecanismos regulatorios de la expresién génica y su posible impacto en la
biologia celular, generando también nuevos conocimientos para el desarrollo de

blancos terapéuticos.

La aplicaciéon de metodologias de analisis genémico ofrece una amplia resolucién
y la posibilidad de determinar miRNAs que no han sido descritos previamente en
cancer de mama, lo cuales representan interesantes candidatos para su
evaluacion experimental, y por ende para el mejor entendimiento de la compleja

red de regulacion post-transcripcional.
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Planteamiento del problema
El cancer de mama es un problema grave de salud pubica a nivel mundial y

nacional. Desafortunadamente, de acuerdo a las predicciones epidemiologicas
durante las proximas décadas tanto la incidencia como |la mortalidad por tumores
de mama triple negativo ira en en aumento. Conocer los diversos aspectos de esta

patologia es fundamental para su mejor entendimiento y clasificacion.

Las alteraciones en la expresion global de los miRNAs son uno de los principales
factores para el desarrollo del cancer. En la actualidad se han identificado
cambios en los patrones de expresion de microRNAs que permiten una mejor
clasificacion de los tumores mamarios, asi como una mejor evaluacion de riesgo a
recurrencia y muerte. Sin embargo, particularmente en el subtipo triple negativo la
informacion aun es limitada, sesgada a cohortes compuestas mayoritariamente
por muestras tumorales tratadas con esquemas quimioterapéuticos diversos los
cuales potencialmente pueden modificar drasticamente los niveles de expresiéon de
los miRNAs, asi como muestras que no cumplen los estandares diagnésticos para
ser consideradas triple negativas establecidos en las guias clinicas. Asi mismo, no
existen estudios que validen la utilidad de dichas firmas como herramientas de

evaluacion a riesgo.

Una de las tareas cientificas que han cobrado importancia durante los ultimos
afnos es la descripcion de las actividades biologicas funcionales de los miRNAs
detectados como alterados en un contexto tumoral definido, y aun cuando existen
perfiles diferenciales de expresion de miRNAs con predicciones in silico, en
realidad, de un numero de miRNAs muy escaso conocemos su funciéon celular
mediante abordajes experimentales. Lo anterior, limita claramente el conocimiento

de los miRNAs como reguladores transcripcionales.
El costo humano y econdmico derivado de esta neoplasia, hace que la
caracterizacion de alteraciones transcripcionales de miRNAs asociadas al

desarrollo de cancer de mama se convierta en una necesidad estratégica de
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salud. Por ello esta investigacidon contribuira al desarrollo del conocimiento sobre
los perfiles de expresidon de miRNAs que distingan subgrupos con relevancia
bioldgica y clinica en tumores triple negativos asi como la caracterizacién funcional

de alguno de estos transcritos.

Pregunta experimental:

En los tumores de mama clasificados como triple-negativos, ¢existen patrones de
expresion de miRNAs que permitan agrupar de forma no supervisada conjuntos

de tumores con relevancia clinica y biolégica?

Hipotesis:

Si existe una variacion intertumoral en la expresion global de miRNAs en el cancer
de mama triple negativo, entonces sera posible generar un clasificador basado en
centroides, que permitan sub-clasificar el inmunofenotipo triple negativo con base
a la expresion de un grupo de miRNAS y el cual se relacionara con el
enriquecimiento de rutas celulares particulares, asi como caracteristicas clinicas

de los tumores.
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Objetivos
Objetivo General

Analizar los perfiles de expresion de microRNAs en tumores primarios de mama

triples negativos virgenes al tratamiento y en modelos celulares, con la finalidad de

identificar moléculas que permitan sub-clasificar al subtipo triple negativo.

Objetivos Especificos

1.

Analizar los patrones de expresion de microRNAs en tumores triple
negativos virgenes a tratamiento embebidos en parafina y lineas celulares
mediante plataforma de alta densidad Affymetrix.

Identificar mediante algoritmos de agrupamiento no supervisado un grupo
de miRNAs que permitan determinar subgrupos de tumores y lineas
celulares triple negativos.

Correlacionar los subgrupos definidos por los analisis bioinformaticos con
caracteristicas clinicas y moleculares.

Validar los hallazgos de agrupamiento mediante mineria de datos publicos
como TCGA, METABRIC y Geo Omnibus.

Definir un perfil de expresién diferencial de miRNAs entre tumores y lineas
celulares triple negativos y otros inmunofenotipos

Validar funcionalmente el papel de microRNAs especificos que se hayan
asociado a un subgrupo especifico de interés en los tumores primarios a
través de ensayos funcionales en modelos celulares.

Definir posibles marcadores inmunohistoquimico que se correlacionen con
los subtipos triple negativos, a través de la evaluacion de los perfiles de

expresion y la biogénesis de los miRNAs.
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Materiales y métodos
Obtencion de muestras tumorales: Los tumores de mama evaluados provienen

de bancos de tejidos mexicanos e italianos. Los bloques de parafina con tumores
de mama triple negativos (N=90) asi como de otros inmunofenotipos (N=40)
provenientes de Meéxico, fueron colectadas retrospectivamente del banco de
tejidos del departamento de histopatologia de la Fundacién Mexicana de Fomento
para la Prevencion Oportuna del Cancer de Mama, A.C., (FUCAM). Los criterios
de inclusion para la colecta de las muestras tumorales fueron: pacientes virgenes
a tratamiento a la toma de la muestra y pacientes con seguimiento clinico de al
menos 3 anos. La colecta de las muestras ha sido previamente avalada por los
comités de ética del FUCAM e INMEGEN. Los tumores provenientes de ltalia
(N=50) fueron obtenidos dentro del marco de una colaboracion cientifica con el
Instituto Nacional del Tumor (IRCCS), Milan. La colecta de las muestras cumple
con los criterios de inclusiéon de este estudio y con la aprobaciones éticas del
IRCCS.

Clasificacion Inmunohistoquimica y evaluacion histolégica: La evaluacién
inmonohistoquimica se realizd6 mediante el analisis de la expresion de RE, RP
(PharmDX kit) y HER2 (DAKO kit). La clasificacion tumoral se realizé de acuerdo
a los estandares clinicos establecidos en las guias de patologia oncolégica [108,
109]. Aquellos tumores con positividad igual o menor al 1% de RE, RP y HER2 se
consideraron como triples negativos tras la observacién independiente de dos
patdlogos entrenados. Una vez clasificando y seleccionando el conjunto de
tumores a analizar un patélogo entrado determindé la celularidad tumoral y localizé
las zonas con mayor contenido de células neoplasicas. Dichas areas fueron
macrodisectadas mediante un arreglador de tejidos obteniendo un cilindro de 2mm
de diametro para su posterior procesamiento. Para un un grupo de tumores
(N=190) el panel inmunohistoquimico se amplié incluyendo la evaluacién de
proteinas de biogénesis de miRNAs: DICER (abcam,1:50) y Argonauta 2 (abcam,
3ug/ml) siguiendo el protocolo propuesto por ABCAM.
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Extraccion de RNA: La extraccion de RNA total incluyendo la fraccién pequefia
de los tumores y lineas celulares se realizé mediante método de columnas con el
kit comercial Recover All (Ambion) dedicado para muestras embebidas en
parafina. Brevemente, los cilindros de las muestras tumorales fueron
desparafinados y a continuaciéon se aislé el RNA mediante columnas tras la
digestion enzimatica de proteasas y DNasas. La concentracion de RNA total se

determiné mediante espectrofotometria con el sistema Nanodrop.

Analisis de patrones de expresion de microRNAs: La expresion de miRNAs se
evalu6 mediante la plataforma Gene Chip microRNA microarray v2.0 y v3.0
(Affymetrix, Santa Clara CA, USA), las cuales evaluan de forma conjunta la
expresion de 1050 miRNAs maduros de humano. El perfil de expresiéon de
mMiRNAs se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Affymetrix
FlashTag Biotin HSR RNA labeling kit Manual). En resumen, 600 ng totales de
RNA fueron marcados con el flashtag HSR kit e hibridados al sistema Gene Chip.
Los procesos de lavado y tefiido se realizaron en la estacién de fluidos GeneChip
Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara CA, USA). Los arreglos fueron leidos
usando el escaner GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara CA,

USA), en la unidad de microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

Analisis Bioinformaticos para los perfiles de expresion de miRNAs: Los
valores de intensidad de sefal fueron corregidos por el algoritmo robust multiarray
analysis (RMA) y sumarizados de forma independiente para cada lote de arreglos
de acuerdo a version 2 o 3 en el ambiente R mediante el paquete affy. A
continuacioén todos las muestras fueron conjunta y colectivamente normalizadas
por cuantiles y transformados logaritmicamente en el ambiente R mediante la
libreria limma. En aquellos genes que estan representados por varias sondas, la
sonda con mayor valor fue elegida para representar al gen. Los efectos de lote
(variacion no relacionada con la biologia) fueron ajustados mediante el ajuste de

cada gen con un abordaje Bayesiano no paramétrico mediante el algoritmo
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COMBAT implementado en genepattern (ComBat,
http://genepattern.broadinstitute.org/gp/pages/index.jsf) [110]

Para permitir un analisis robusto, el conjunto de tumores evaluados mediante
microarreglos de miRNAs se dividi6 en cohorte de entrenamiento (N=83) y de
validacion (N=50). La identificacién de subtipos estables se realiz6 en la cohorte
de entrenamiento mediante el algoritmo de agrupamiento no supervisado non-
negative matrix factorization, NMF [110], (2 000 iteraciones, funciéon de error:
euclideana y un maximo de 10 clusters) basado en los miRNAs que presentaban
mayor variacion a lo largo de las muestras (N=185, Desviacién estandar: >0.95) en
la herramienta en linea Genepattern (NMF Consensus,
http://genepattern.broadinstitute.org/gp/pages/index.jsf). La reproducibilidad del
agrupamiento se evalu6é usando otros dos algoritmos aglomerativos: K-means y
consensus clustering. Este procedimiento se realizd de forma independiente
también en la cohorte de validacion. Para poder asignar una nueva muestras a un
grupo u a otro se realizé un modelo supervisado de maquinas vectoriales (SVM,
http://genepattern.broadinstitute.org/gp/pages/index.jsf) el cual analiza y reconoce
patrones en la cohorte de entrenamiento mediante una separacion en hiperplanos
entre los vectores de expresidn y los grupos para predecir a que categoria
pertenece una determinada muestra. El archivo que contiene el modelo se
adjunta como material suplementario para poder ser empleado en la clasificacion
dentro flujo de andlisis de GenePattern. Como parte de la caracterizacion de la
heterogeneidad dentro de los subtipos triple negativos también se sub-clasificaron
3 modelos celulares triple negativos: mda-mb-468, mda-mb-231, HS578t, basados
en los analisis supervisados previamente mencionados.

Firma de miRNAs derivada para sub-clasificar los tumores TN: Para generar
una firma derivada de los subtipos TN, se realizaron dos abordajes matematicos:
1) Un andlisis de expresion diferencial mediante una prueba de T ajusta por FDR
mediante el paquete limma en R, detectando aquellos genes significativamente
expresados (log FC:2 y FDR = 0.05) en cada subtipo que estuvieran alterados en

al menos el 80% de las muestras de cada grupo. 2) La correlacién de Pearson
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entre cada uno de los genes y los subtipos definidos. Los genes con una
correlacion significativa (P. Value = 0.05) se consideraron como asociados a un
cierto subtipo. Con la integracion de ambos abordajes se definié un firma reducida
de 67 miRNAs. A continuacién, se calculé la puntuacion Z (Z-score) de cada
miRNA y se obtuvo un modelo de centroides por un analisis de maquinas
vectoriales (SVM) que permite clasificar las muestras a un subgrupo definido. Asi
mismo se evalud la especificidad y sensibilidad de dicha firma en la asignacién

del subgrupo.

Validacion independiente del clasificador con datos publicos: Para validar la
firma de clasificacién de tumores triple negativos se emplearon dos conjuntos de
datos publicos: 1) GSE40267 de la base GEO Omnibus [111]. Dicho conjunto de
datos presenta el perfil de expresion de miRNAs de 182 tumores frescos triple
negativos, analizados por la plataforma de microarreglos Agilent Human miRNA
Microarray (V3) que evalua 457 miRNAs maduros de humanos y comparte 135
miRNAs con la firma de clasificacion propuesta. 2) Datos de 736 miRNAs de la
base de datos METABRIC [112, 113] analizados mediante microarreglos Agilent
ncRNA 60k y que comparte 156 miRNAs con la firma de clasificacion propuesta.
Finalmente, para su clasificacion se empleo el modelo generado a partir del SVM y
se analizé su enriquecimiento con caracteristicas clinicas y bioldgicas, asi como la

correlacion con los resultados generados con nuestros datos.

Enriquecimiento de rutas y analisis ontolégicos: Para definir el enriquecimiento
ontoldgico de rutas celulares en cada uno de los subtipos de tumores triple
negativos se realizd un analisis integrativo entre perfiles de expresion de miRNAs
y RNAm (datos que forman parte de la linea de investigacion del laboratorio)
mediante el software MAGIA [114]. Inicialmente a través de un analisis in silico con
los algoritmos TargetScan, miRanda y Pita se identificaron los RNAm blancos
predichos, a continuacion mediante una correlacién de Pearson entre los niveles
de expresion del miRNA y el RNAm predicho se establecieron blancos génicos

directos. Estos RNAm fueron analizados con el algoritmo Gene Set Enrichment
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analysis (GSEA) (http://www.broadinstitute.org/gseal/index.jsp) y DAVID

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/summary.jsp) para definir los procesos celulares

involucrados en cada grupo.

Asociacion de subgrupos con parametros clinicos: Con el fin de definir
correlaciones de los subgrupos de los tumores triple negativos con parametros
clinicos se evalué en primera instancia el riesgo relativo relativo y razén de
momios [115] a presentar recurrencia y/o metastasis, asi como a muerte. A
continuacion se realizé una analisis de sobrevida libre de enfermedad y sobrevida
general a través del tiempo mediante el estimador Kaplan-Meier con el software
Prism, el cual computa el porcentaje de sobrevida, que es contrastado para
determinar su significancia (P < 0.05) mediante una prueba log-rank (prueba de
Cox) y Gehan-Wilcoxon. Finalmente, se grafica el andlisis mediante una curva

Kaplan-Meier.

Perfil de expresiéon diferencial de miRNAs entre tumores triple negativos y
otros subtipos: Parte de la caracterizacion de los tumores TN abordd la
comparacion entre distintos inmunofentipos: muestras TN vs muestras con
positividad a alguno de los marcadores hormonales (RE 6 RP) 6 HER2 (como
previamente se describid), identificando miRNAs con expresion alterada en los
tumores TN. Este conjunto de datos se contrastd con los miRNAs cuya expresion
caracterizaba a cada subtipo. Aquellos miRNAs alterados en ambos analisis se
definieron como moléculas de interés biolégico para su posterior analisis funcional.
miR-342-3p es el mIRNA que se decidié caracterizar en los modelos celulares.
Para ello, previamente se validé la expresion diferencial del miRNA por dos
diferentes abordajes: primero se realizé una validacion in silico usando las bases
de datos publicas METABRIC y TCGA (N=2300). Después se confirmé su sub-
expresion en los tumores TN en un sub-conjunto independiente de muestra de
varios fenotipos (N=40) y lineas celulares (N= 10) mediante RT-PCR con sondas

TagMan. La expresion del miRNA se calculé mediante el método Delta Ct.
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Validacion funcional experimental:

Modelos Celulares: Se emplearon las siguientes lineas celulares triple negativos
(RE-, RP-, HER2-): MDA MB 231, MDA MB 468 y HS578T. Las cuales fueron
obtenidas de la compania ATCC y genotipificadas para confirmar la autenticidad

de la linea en laboratorio de diagndéstico gendmico del INMEGEN.

Cultivos celulares y transfecciones: Las lineas celulares se cultivaron a 37 ° C
con CO2 al 5% en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Invitrogen).

Transfeccion transitoria del mimic de miR-342-3p: Para determinar la actividad
biolégica de miR-342-3p se transfectd transitoriamente el mimic del miRNA al
modelo celular MDA MB 468. Brevemente, el pre-miRNA miR-342-3p (Ambion,
PM12328 Cat. AM17100) a una concentracion final de 30nM fue expresado
exdégenamente mediante el agente transfectante NeoFX (Ambion) y medio
reducido en suero Optimem (Gibco). Como control negativo se transfecté el Pre-
miR miRNA Precursor Negative Control 1 (Ambion, AM17110) el cual es una
secuencia validada que no produce efectos identificables. El transfectante y el
mimc del miRNA se incubaron por 24hrs, tras las cuelas se cambié el medio por

DMEM suplementado.

Evaluacién de la eficiencia de la transfeccion: Para determinar le eficiencia de
la transfeccidén se colectaron las células a 24, 48 y 72hrs post-transfeccién y se
extrajo el RNA mediante Qiazol (Qiagen) de acuerdo al protocolo propuesto por el
fabricante. A continuaciéon se evalud la expresion de miR-342-3p mediante sondas
TagMan. La sonda RNU-44 fue empleada como control de normalizacion. Todos
los experimentos fueron evaluados por triplicado. La expresion del miRNA se
calcul6 mediante el método Delta Ct. Asi mismo, se emplearon secuencias

aberrantes marcadas con cy3 las cuales se visualizaron mediante un microscopio
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de fluorescencia, obteniendo una imagen en luz clara y luz flourescente para su

posterior cuantificacion con Imaged.

Analisis funcionales de los procesos celulares tras la expresién exégena de
miR-342-3p.

Viabilidad celular: Se evalu6 mediante el ensayo de MTT empleando el kit
comercial MTT Cell Proliferation Assay (ATCC) siguiendo el protocolo propuesto
por el fabricante incubando las células durante 2hrs con la solucion de MTT a
37°C. Las placas fueron leidas en un espectofotdmetro de placas Biorad a 570nm.
Proliferacion: Se evalué6 mediante la tincion con SRB tras 24 o 48hrs post-
transfeccion siguiendo el experimento hasta 120hrs colectando las células cada
24hrs. Brevemente, las células fueron fijadas con solucion de acido tricloro acético
(TCA) al 10% incubando durante 1 hora a 4°C. A continuacion se tiferon las
muestras con SRB durante 15 min, posteriormente se eliminé el exceso de
colorante mediante lavados de acido acético al 1%. Finalmente se disolvié el
colorante en Tris base 10mM vy las placas se leyeron en un espectofotometro de
placas Biorad a 570nm.

Migracién e invasion: El potencial migratorio de las células transfectadas (24 y
48hrs post-transfeccion) se evalu6 mediante sistemas transwell (Corning)
sembrando 100 000 células e incubandolas durante 24hrs a 37°C. El potencial
invasor de las células se evalu6 a través de camaras de invasion transwell
cubiertas con Matrigel (BD Biosciences) al 10% sembrando 100 000 células e
incubandolas durante 24hrs a 37°C. Tanto para migracion como invasién las
células fueron fijadas con alcohol al 100% durante 1hr a -20°C. A continuacién las
células fueron tenidas con SRB y lavadas con acido acético al 1%. Para calcular el
numero de células que traspasaron a la zona inferior del transwell se tomaron
cuatro fotos de los cuadrantes que abarcan la membrana del transwell para su
posterior cuantificacién con el software Image J. Asimismo, se disolvio el colorante
SRB con Tris base 10mM vy las placas se leyeron en un espectofotometro de

placas BioRad a 570nm.
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Apoptosis: Se evalud6 mediante el Kit Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell
Apoptosis Kit (Invitrogen) de acuerdo al protocolo propuesto por el fabricante. Se
partié de un total de 600 000 células a 24 y 48hrs post-transfeccién definiendo la
florescencia mediante la lectura en el citometro de flujo BD FACS Aria | midiendo
la emision a 530 y 575nm (para los canales de FITC y yoduro de Propidio) y el
software de analisis FACSDiva.

Ciclo celular: Se analizé con el kit comercial CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit
(BD Biosciences), de acuerdo al manual del fabricante. La medicién de la
fluorescencia se realizé con el citdmetro de flujo BD FACS Aria | entre 580 y
650nm (canal para loduro de propidio) y el software de analisis modFit 3.2

Todos los experimentos fueron evaluados por triplicado de forma independiente

para cada procesos celular

Analisis de Patrones de Expresiéon Génica en células transfectadas y no
transfectadas con premiRs: Para definir el efecto biolégico de la expresion
exdgena de miR-342-3p sobre los programas transcripcionales en la linea celular
mda-md468 se evalud la expresion global de RNAm mediante la plataforma de
microarreglos de Affymetrix Human Gene 1.0 ST que interroga 28,869 genes.
Brevemente, se obtuvo RNA total de células transfectadas con mimic de miR-342-
3p y control negativo colectadas 48hrs postransfeccion. Concentraciones
equimolares de RNA de 3 replicados técnicos fueron agrupados en 2 muestras
(N=6). La sintesis de DNA, amplificacion, hibridacién y marcaje se realizaron de
acuerdo al protocolo del fabricante (Affymetrix WT Sense Target labeling assay
Manual, GeneChip Mouse Gene 1.0 ST Array). Los lavados y marcaje se
realizaron en una estacion GeneChip Fluidics Station 450. Los microarrelgos
fueron leidos en un escaner The GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa
Clara CA, USA). El procesamiento de los arreglos se realizé en la unidad de
microarreglos del INMEGEN.

Analisis bioinformaticos para definir la expresion génica de la linea con

expresion exdégena de miR-342-3p: Para definir los RNAmM con expresion
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diferencial entre los modelos celulares se realizé una prueba de t ajustada por
FDR con el paquete limma en el ambiente R.  Con el objetivo de definir blancos
probables del miR-342-3p se realiz6 un andlisis integrativo con la herramienta
MAGIA (http://gencomp.bio.unipd.it/magia/start/) como previamente se ha descrito.
A continuaciéon se definieron RNAm blancos directos para su validacion
experimental. Finalmente, se usaron analisis in silico en bases de datos para
evaluar otros mecanismos gendmicos (mutaciones, variantes somaticas en el
numero de copias o re-arreglos estructurales) y epigenéticos (metilacién) que
pudieran afectar la expresiéon de RNAm blanco mediante la herramienta en linea
cBioPortal (http://www.cbioportal.org/) [116].

Western Blot: Las células fueron colectadas a 24, 48 y 72hrs post transfeccion y
lisadas en buffer RIPA. La cuantificacion de la concentracion de proteina se realizd
con el método colorimétrico de azul de Coomasie (Thermo Fisher) por duplicado
con una curva estandar de 4 puntos. A continuacion de realizé electroforesis
horizontal de las proteinas en gel tris 4-12% (Invitrogen) y buffer MOPS 1x
(Thermo Fisher) a 120v en camara BioRad. La proteinas fueron transferidas a
membrana Immobilon-P floruro de polibilideno (Millipore) en camara de
transferencia BioRad. Las memebranas fueron probadas contra anticuerpos
especificos para MCT1 (Santa Cruz sc-365501, 1:200), HIF1alpha (BD, 1:250),
Glut1 (Abcam ab115730, 1:1000), receptor de estrogeno (Santa Cruz sc-543,
1:200) y como controles de carga vinculina (1:2000) o B-actina (1:10000).
Subsecuentemente el anticuerpo secundario anti-raton o anticonejo fue hibridado
en una concentracién 1:5000. Las bandas especificas fueron visualizadas con
solucion ECL y rebeladas en placa radiograficas exponiéndolas a diferentes
tiempos para obtener la resolucion de la imagen 6ptima. El andlisis densitométrico

se realizé en software Image J.

Construccion de plasmidos: La region de hibridacién del miRNA y el 3' UTR del
gen de interés se determinado mediante el software microRNA.org

(http://lwww.microrna.org/microrna/home.do). A continuacion se disefiaron las
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secuencias que se insertaron en el plasmido agregandole los sitios de corte para
la enzimas de restriccion XHOL y NOTL a los extremos, y en la region central un
sitio unico de corte para SACL (Fig. 10), mapa del plasmido en anexos). También
se disefio una secuencia de inserto degenerada con mutaciones en tres bases de

la regidén semilla. Las secuencias fueron sintetizadas en la compainiia IDT.

miR-342-3p 48hrs [10uM] MDA MB 468

SLC16A1

3" ugcccacgcuaa INNOMOMBNBY 5' hsa-miR-342-3p
[ 1]
1019:5' cuagcuuagugclNNGUGNEAE- 3' SLC16A1

Xhol Sacl miR-342-3p target sequence Notl
5" TCGAG TA GAGCTC TAGT CTAGCTTAGTGCHEIGHGIGAEA GC 3’

3 C AT CTCGAG ATCA GATCGAATCACGHIBGESEENET CGCCGG 5

Xhol Sacl miR-342-3p target sequence Notl
5" TCGAG TA GAGCTC TAGT CTAGCTTAGTGCH GC 3
3 C AT CTCGAG ATCA GATCGAATCACGHATAGATGEGEET CGCCGG 5’

Fig. 10: Secuencias del inserto de la secuencia 3’UTR de MCT1 (SLC16A1). A) Hibridacién de
miR-342-3p y MCT1. B) Secuencias duplex (5’-3’, 3’-5’). Marcada en verde se resalta la region
semilla WT, en rojo la region semilla mutada, en negritas los nucleétidos que se cambiaron

El vector fue linearizado con las enzimas de restriccion Xhol y Notl (Promega). A
continuacion el inserto fue ligado durante toda la noche a 16°C con ligasa T4 DNA
(ThermoFisher). Después, se realizd la transformacion del plasmido en bacterias
E. Coli competentes con el kit TransformAid Bacterial Transformation (Thermo
Fisher) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Para el dia 2 las
bacterias se sembraron en agar suave (Sigma) suplementado con ampicilina
(0.5mg/ml) incubandolas a 37°C toda la noche. Las colonias bacterianas con
plasmido fueron seleccionadas y expandidas en medio liquido LB (Sigma) a 37°C
durante toda la noche. El plasmido fue extraido con el kit Zyppy Plasmid Miniprep
(Zymo) y el DNA fue cuantificado por espectofotometria. La presencia del inserto
se evalu6é mediante digestiones con la enzima SACL (Promega) y digestiones
dobles con HINT | (Promega) y SACL por PCR punto final. Los plasmidos

seleccionados fueron secuenciados con primers dirigidos para el promotor T7 para
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verificar la insercidon y correcta direccidon de la secuencia previo a ser transfectados

en el modelo celular.

Transfeccion del vector psiCheck en modelo celular y analisis de gen
reportero: El plasmido psicheck con el inserto de la secuencia del gen de interés
WT, mutado y vacio fue transfectado transitoriamente a la linea celular mda-mb-
468 con lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. Las
células fueron colectadas 24hrs post-transfeccion. Para definir la actividad de la
luciferasa se empled el kit Dual luciferase reporter Assay (Promega) leyendo la
muestras en un lumindmetro GloMax® 20/20 (Promega). Para definir las unidades
relativas de luz de la luciferasa se normalizaron los valores obtenidos de la
luciferasa Renilla (usado como gen reportero primario) con la intensidad de senal
obtenida de luciferasa firefly (corrector de la eficiencia de transfeccién). Todos los

experimentos se realizaran por triplicado.

Consumo de lactato exégeno: 200 000 células mda mb 468 transfectadas con el
mimic miR-342-3p y con el control negativo fueron expuestas a 10mM de una
solucion de sodio L-lactate-3-13-c (Sigma), concentracion correspondiente al nivel
de lactato mas comunmente detectada en los tumores humanos [117], durante 24,
48 y 72hrs en medio DMEM suplementado con glucosa (4mg/L) libre de fenol. El
rango de incorporacién de lactato se evalué en el medio de cada uno de los
cultivos celulares mediante un ensayo colorimétrico con el kit Lactate Assay |
(Sigma) y comparado contra una curva estandar de concentraciones conocidas de
lactato exdgeno. Las muestras fueron leidas en un lector de placas a 570nm.
Todas las muestras fueron desproteinizadas con unidades de filtro de centrifuga
Amicon Ultra-0.5 con membrana Ultracel-10 kDa (Millipore). Todos lo

experimentos se realizaron por duplicado con 3 replicados técnicos cada uno.

Consumo de lactato intra y extra celular: La concentracion de lactato de
células mda mb 468 transfectadas con el mimic de miR-342-3p y control negativo

(2 x10° células) sembradas en medio DMEM libre de fenol, colectadas a las 24, 48
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y 72hrs post-transfeccion se determind mediante el ensayo colorimétrico Lactate
Assay Kit | (Sigma) comparado las mediciones con una curva estandar de
concentraciones conocidas de lactato de acuerdo al protocolo propuesto por el
fabricante. Para el lactato extracelular se colectd el medio del cultivo, mientras que
para evaluar el lactato intracelular se colectaron las células del mismo ensayo y se
lisaron de acuerdo a las instrucciones del kit. Todas las muestras fueron
desproteinizadas con unidades de filtro de centrifuga Amicon Ultra-0.5 con
membrana Ultracel-10 kDa (Millipore). Todos lo experimentos se realizaron por

triplicado con 3 replicados técnicos cada uno.

Consumo de glucosa intra y extra celular: La concentracion de glucosa de
células mda mb 468 transfectadas con el mimic de miR-342-3p y control negativo
(2 x106 células) sembradas en medio DMEM libre de fenol, colectadas a las 24, 48
y 72hrs post-transfeccion se determind mediante el ensayo colorimétrico Glucose
Assay kit (Abcam) comparado las mediciones con un curva estandar de
concentraciones conocidas de glucosa de acuerdo al protocolo propuesto por el
fabricante. Para la glucosa extracelular se colecté el medio del cultivo, mientras
que para evaluar la glucosa intracelular se colectaron las células del mismo
ensayo y se lisaron de acuerdo a las instrucciones del kit. Todas las muestras
fueron desproteinizadas con unidades de filtro de centrifuga Amicon Ultra-0.5 con
membrana Ultracel-10 kDa (Millipore). Las muestras fueron leidas en un lector de
placas a 570nm. Todos lo experimentos se realizaron por triplicado con 3

replicados técnicos cada uno.
Analisis estadisticos: Los métodos estadisticos empleados para comparar las
condiciones experimentales consistieron en una prueba de T pareada. Las

significancia estadistica se determind por un método no pareado de dos colas.

Dichos analisis se realizaron en el software Prism v.6

Nota: Los protocolos en extenso se localizan en el anexo 1
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Resultados

Muestras clinicas evaluadas

Se evaluaron un total de 133 tumores triple negativos embebidos en parafina evaluados

independiente por dos patélogos entrenados. En la tabla 3 se muestran

las

caracteristicas clinicas de la cohorte analizada, destacando el porcentaje de pacientes

con cursos clinicos agresivos caracteristicos de este subtipo, asi como la alta incidencia

en mujeres menores de 50 afios. De acuerdo a datos de meta-analisis donde se evaluan

3,947 pacientes, los tumores TN presentan una mayor distribucion de pacientes menores

a 50 afios (rango de entre 30 a 45%) , similar a nuestros datos (rango 36 a 49%),

comparado con los subtipos luminales y enriquecidos en Her2 con menor presencia de

pacientes menores a 50 afios (16 a 30%) [118].

Tabla 3: Caracteristicas clinicas de la cohorte evaluada

Conjunto de entrenamiento N=82

Conjunto de prueba

N=50
-
| 3 (3.66%) 1 (2%)
Il 12 (14.63%) 5 (10%)
1] 49 (59.76%) 40 (80%)
Desconocido 18 (21.95% 4 (8%
<29 1(1.2%) 1 (2%)
30-39 14 (17.07%) 3 (6%)
40-49 24 (29.275) 14(28%)
50-59 19 (23.17%) 17 (34%)
60-69 9 (10.96%) 9 (18%)
~70 9 (10.96%) 2 (4%)
Desconocido 6 (7.3%) 4 (8%)
Media 51.6 54.59
Max 88 84
Min 28 26
[ Recumencia |

No 71 (86.58%) 28 (56%)
Si 10 (12.19%) 18 (36%)
Desconocido 1(1.22% 4 (8%
Distante 10 (12.19%) 11 (22%)
No 71 (86.58%) 35 (70%)
Desconocido 1(1.22% 4 (8%
No 69 (84.14%) 35 (70%)
Si 13 (15.85%) 11(22%)
Desconocido 0 4 (8%
Pre-menopausia 28 (34.15%) Na
Post-menopausia 43 (52.43%) Na
Desconocido 11 (13.41% Na
1-<10 3 (3.66%) 5 (10%)
10 - <20 14 (17.03%) 15(30%)
>20 55 (67.07%) 26(52%)
Desconocido 10 (12.19%) 4 (8%)
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Clasificacion de tumores triple negativo
La evaluacion de agrupamiento jerarquico no supervisada con el algoritmo NMF definio 4

subtipos de tumores TN basados en la expresién de los 179 miRNAs mas variables entre
los tumores de la corte de entrenamiento (N=82) (Tabla 4) . Para definir el numero de
grupos presentes en los perfiles de expresidén, examinamos el coeficiente de Cophenetic
en donde el punto mas alto de la curva indica el niumero ideal de grupos de acuerdo a su
estabilidad, la cual no aumenta con el incremento de grupos (Fig. 11A). La matriz de
identidades (Fig. 11B) es una representacion visual de la proporcién de veces en las que
2 muestras se agrupan juntas a través de las iteraciones de re-muestreo. El grupo de
muestras que frecuentemente se agrupan una con la otra es representada por los colores
rojos o amarillos mientras que las que no se agrupan se muestran en azul. La
reproducibilidad de la clasificacién fue analizada por otros métodos de agrupamiento no
supervisado incluyendo K-means (Fig. 11C) y Consensus Clustering (Fig. 11D) (ambos
con 1000 iteraciones), validando la distribucion y numero de grupos hallados con el
algoritmo NMF. Un analisis de componentes principales permite mostrar la diferencias en
los perfiles de expresion de miRNAs entre los tumores de cada uno de los subtipos
identificados (Fig. 11E).

Con el fin de determinar la reproducibilidad de los subtipos identificados en nuestro grupo
de entrenamiento, se analizé el grupo de prueba. Para evitar algun sesgo no bioldgico
(técnico o poblacional) las muestras fueron normalizadas de forma conjunta y ajustadas
por COMBAT, posteriormente fueron evaluadas mediante un analisis de componentes
principales, lo que nos permitié identificar 5 muestras que no formaban parte de la
distribucién normal del resto de las muestras y por lo tanto fueron eliminadas (Fig. 12A-B).
Asi mismo, se evalud la correlacidon de la expresidon normalizada de los miRNAS entre la
cohorte de entrenamiento y la de prueba resultando en una amplia correlaciéon y una
distribucién no sesgada a poblacion o lote (Fig. 12 C-D). A continuacién se analiz6 este
grupo de 46 tumores triples negativos independientes (cohorte de prueba) con el
algoritmo NMF, reproduciendo nuevamente 4 grupos estables basados en la expresion de
los 179 miRNAs mas variables entre los tumores. Finalmente a través de un abordaje de
agrupamiento supervisado con maquina de vectores se generé un modelo basado en la
expresion de los 179 miRNAs que permite clasificar nuevas cohortes de tumores con una
sensibilidad aproximada del 90% (comparando contra los grupos definidos por el
algoritmo NMF) .
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Tabla 4: Listado de miRNAs con la expresion mas variable entre las cohortes evaluadas y

a partir de los cuales se clasificaron los tumores triple negativos. NOTA: NO SE MUESTRA

LISTADO PUES LA FIRMA SE ENCUENTRA EN PROCESO DE PATENTE

miRNAs mas variables que conforman la firma de clasificacion

hsa-let hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

hsa-let hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

hsa-let hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

hsa-let hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

Distintas rutas y procesos celulares se asocian a cada subtipo de miRNAs
de tumores triple negativos.
La caracterizacion biolégica de cada grupo se evalué mediante el enriquecimiento de

rutas y procesos celulares basados en el analisis de la expresion génica-RNAm de 96
tumores incluidos en el perfil anterior de miRNAs y los cuales se han asignado a un
subtipo especifico de tumores triple negativos (los datos de expresidon génica conforman
parte de la linea de investigacion del laboratorio). El enriquecimiento ontoldgico se definio
mediante dos estrategias: 1) Un andlisis de enriquecimiento de rutas y procesos
celulares con el método GSEA con el perfil de expresion de RNAm no categorizado, es

decir con la matriz
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Fig. 10: Analisis de agrupamiento no supervisado mediante el cual se definen 4 grupos de tumores
triple negativos. A) Coeficiente cofenético del analisis con el algoritmo NMF en tumores triple negativos
mostrando la mayor estabilidad con 4 grupos. B) Matriz de identidad del agrupamiento con algoritmo
NMF = k2 al k7 C) Curva CDF de analisis K-means que muestra que el numero 6ptimo de grupos es 4
y la cual no cambia con el incremento de grupos (K) validando analisis de NMF . D) Matriz de identidad
del agrupamiento de los tumores TN con el algoritmo Consensus Clustering mostrando 4 grupos. E)
Analisis de componentes principales que representan diferencias en la expresién de miRNAs entre los
subgrupos de tumores TN.
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Fig. 12: Controles de calidad de las muestras correspondientes al set de prueba y de validacion. A) Analisis
de componentes principales de la expresién normalizada de miRNAs de las cohortes de prueba vy
entrenamiento. B) Andlisis de componentes principales excluyendo muestras con valores atipicos C) Grafica
de correlacién entre los valores normalizados de la cohorte de prueba (Mex) y entrenamiento (Italianas). D)

Dendogragrama por correlacion de Pearson sin agrupamiento especifico para poblaciones o lotes.

de expresion completa y 2) Mediante un analisis de enriquecimiento de rutas con la base
de datos KEGG y un analisis de enriquecimiento ontolégico con la expresion del RNAm
categorizada incluyendo aquellos genes con expresion diferencial (FC:1.5, valor de P=
0.01) en cada subtipo (Fig 13). Los 4 grupos definidos se distinguen cada uno en diversos
procesos los cuales representan caracteristicas biolégicas y celulares unicas. Estos
analisis se realizaron independientemente para cada cohorte (entrenamiento y prueba) asi

como de forma conjunta, obteniendo un enriquecimiento de rutas similares, lo cual valida
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en un abordaje externo la presencia de 4 grupos de tumores TN basados en la expresion
de miRNAs.

Subtipo C1: Las ontologias y rutas celulares enriquecidas para el subtipo C1
corresponden principalmente a procesos del sistema inmune, particularmente a la
regulacién de la activacion del Interferébn asi como los genes activados por este,
contribuyendo a la tolerancia inmune del tumor. El subtipo posee una elevada
senalizacién de RIG 1 (RLRs) el cual favorece el reclutamiento de adaptadores proteicos
que promueven la sefalizacidon de rutas que permiten la sintesis de Interferén, asi como
otras citosinas inflamatorias, que son importantes para la respuesta inmune. Por otro lado
el enriquecimiento de TRAFG6, un miembro de la familia de factores asociados a
receptores de necrosis tumoral actia como sefializador en diversos procesos al mediar la
activacion de genes efectores del interferon como IRF7, asi como en rutas de
senalizacién de receptores parecidos a Toll, los cuales también estan enriquecidos en
este subtipo tumoral. Finalmente esta ruta de sefalizacion también puede activar a NF-
KB que también se encuentra enriquecida en el grupo C1. Finalmente procesos
relacionados con matriz extracelular y adhesiones focales también forman parte de las

ontologias y rutas enriquecidas.

Subtipo C2: En este grupo se observa el enriquecimiento de procesos con importancia en
el desarrollo y establecimiento del tumor como la transicion epitelio mesénquima (EMT),
que juega un papel importante en el desarrollo de los tumores y su progresion. Este
proceso es caracterizado por la transformacién de un fenotipo epitelial a mesenquimal, asi
como la perdida del mantenimiento de las uniones celulares como SFRP4, SNAI2,
cadherinas y metaloproteasas. El procesos de EMT también permite la migracién celular
la cual es un proceso significativamente representado en este subtipo. Se presenta
también el enriquecimiento de rutas oncogénicas, como la activacién de RAS mediante la
activacion de NMDA, cuya actividad principal se centra en el crecimiento tumoral y
favorece un fenotipo agresivo. Finalmente, se describe el enriquecimiento en metabolismo
de drogas principalmente por la regulacion de transportadores ABC, los cuales se han
asociado a mecanismos de resistencia farmacoldgica lo cual podria promover una menor

sobrevida y un porcentaje mayor de pacientes con recurrencia.
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Subtipo C3: el subtipo C3 muestra ontologias génicas unicas las cuales incluyen procesos
de la células inmunes asi como de metabolismo y biosintesis de glicolipidos. Estos
procesos incluyen citotoxicidad mediada por células asesinas naturales, respuesta del
sistema adaptativo, regulacion de procesos efectores del sistema inmune, activacion de
linfocitos y proliferacién de células T. Este subtipo se evidencia por la expresion génica
de sefales inmunes tanto innatas como adaptativas las cuales pueden tener un
importante papel en el establecimiento de la biologia del tumor. Dado que todos las
muestras procesadas en este estudio fueron evaluadas por su contenido celular tumoral
extrayendo zonas ricas en células neoplasicas es muy probable que estas caracteristicas
inmunolégicas sean principalmente del propio tumor y no de infiltrados de células

inmunolégicas.

Subtipo C4: Este subtipo se caracteriza por el enriquecimiento de la respuesta y
senalizacién de rutas hormonales, incluyendo respuesta estrogénica, metabolismo de
acidos grasos y mediacion de transporte vesicular por RE. Este enriquecimiento se
observa aun cuando todos los tumores evaluados son RE negativos y presentan abatida
la expresion de este receptor. Destacan el enriquecimiento de genes como citosinas vy
receptor de andrégeno asociados a estos procesos. Asi mismo el subtipo presenta una
representacién significativa de procesos metabdlicos implicados en la generacion de

energia y aprovechamiento de nutrientes.

Caracteristicas clinicas por subtipo
La asociacién de diversos parametros clinicos con los subtipos de tumores TN

demostraron la presencia de grupos de alto y bajo riesgo para la presencia de recurrencia,
metastasis y muerte. El riesgo relativo para muerte aumenta significativamente en los
grupos C1 y C2 (RR=2.1, Valor de p= 0.043) mientras que los riesgos para recurrencia
(RR=1.91, valor de p= 0.053) y metastasis (RR=2.17, valor de p= 0.07) también aumentan
en los grupos C1 y C4 , pero no alcanzan significancia estadistica, aun cuando si se
observa una tendencia, la cual probablemente alcanzaria valores significativos con un

mayor numero de muestras (Fig. 14A).
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Fig. 13: Enriquecimiento de vias y analisis ontolégicos en los grupos de entrenamiento y validacion: A)
Analisis de GSEA representado en un mapa de calor basado en los niveles de expresion génica (log2) de
los genes que se encuentran enriquecido en cada proceso sefialado B) Andlisis de enriquecimiento de
rutas en la base de datos KEGG y enriquecimiento ontoldgico de los genes diferencialmente expresados
en cada subtipo. Marcado con rojo se encuentran los procesos y rutas con relevancia en la
carcinogénesis.
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Las graficas de Kaplan-Meier para cada grupo clinico con respecto a sobrevida global y
sobrevida libre de enfermedad (metastasis y recurrencia) muestran una mayor
probabilidad a un desenlace catastrofico en los subtipos definidos como de alto riesgo
(Fig. 14B). El tamafio del tumor, grado y edad de diagndstico no mostraron diferencias
significativas a lo largo de los subtipos de tumores TN (Fig. 14C), asi mismo se realizé un
analisis multivariable sin encontrar ninguna dependencia o asociacion significativa a edad,

tamano o grado del tumor y estado de climaterio.
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Fig. 14: Caracterizacién clinica de cada subtipo TN. A) Grafica de razén de momios para recurrencia,
metastasis y muerte para los grupos de alto y bajo riesgo. B) Graficas de Kaplan-Meir para sobrevida libre
de enfermedad: recurrencia y metastasis, y sobrevida general C) Distribucién de edad, tamafo del tumor y
grado del tumor por subgrupo.
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Relacion de los subtipos TN basados en expresion de miRNAS con los
subtipos de Lehmann basado en expresion de RNAm.
Dado que uno de los clasificadores previamente reportados para la estratificacion de los

tumores triple negativos con impacto en el entendimiento biolégico y clinico es el
desarrollado por Lehmann, determinamos la relacion entre ambos clasificadores. La figura
15 muestra la distribucion de nuestras muestras con el clasificador de Lehmann (Fig. 15A-
B) basados en sus perfiles de expresion de RNAm. El subtipo C1 se encuentra
enriquecidos en tumores catalogados como inmunomoduladores y no clasificables. El
subtipo de C2 esta compuesto mayormente por tumores mesenquimales vy
mesenquimales parecidos a células troncales, mientras que el C3 por el subtipo
inmunomodulador. Finalmente, el C4 presenta una mayoria de tumores mesenquimales y
luminales enriquecidos en receptores androgeno. Aun cuando los subtipos Basal 1y 2 no
representan ninguna mayoria en algun subtipo si estan mayormente presente en el
subtipo C2 para Basal2 y C3 para Basal1. De forma interesante los subtipos que hemos
detectado como de alto riesgo se encuentran enriquecidos en aquellos subtipos de
Lehmann reportados como del mal prondstico. La asociacién de ambos clasificadores
muestra la robustez de la firma molecular basada en miRNAs donde no sélo se definen
subgrupos de interés biolégico y clinico, si no que parcialmente recapitula la diversidad

observada a nivel de RNAm descrita por Lehmann.

B

C2

a ca &

Fig. 15: Clasificacion de los tumores TN correspondientes a las cohortes de entrenamiento y prueba con el
clasificador de Lehmann. A) Distribucion de subtipos de Lehmann en 89 tumores TN B) Distribucién de
subtipos de Lehmann en los subgrupos de miRNA establecidos
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Firma derivada recapitula clasificacion de tumores triple negativos

Un objetivo primario de nuestra clasificacion de tumores triple negativos basado en
mMiRNAs es desarrollar firmas con el numero minimo de transcritos que recapitulen los
subtipos previamente definidos. Para ello se derivd una firma basadas en los miRNAs
diferencialmente expresados de cada subtipo (FC: >2, p.value= 0.005), integrando
aquellos miRNAs cuya representacion se extendiera a varias tecnologias y plataformas
para favorecer su futura aplicacion. Basados en estos datos, cada miRNA se estandarizo
mediante el calculo de la puntuacién Z a lo largo de las muestras evaluadas y se generé
una firma que consiste en 67 MiRNAs que pueden ser usados para la prediccion
independiente de las muestras. Asi mismo, se desarrolld un modelo de clasificacion por
maquinas vectoriales el cual esta disponible para integrarse en lo programas de analisis
del modulo SVM de de la herramienta en linea Genepattern
(http://genepattern.broadinstitute.org/gp/pages/login.jsf) para estudios independientes. El
modelo fue evaluado en dos cohortes independientes constituidas por datos de expresion
de miRNAs de tumores frescos triple negativos evaluados en arreglos de diversas
versiones de la plataforma Agilent. La incidencia de los subtipos de tumores triple
negativos fue similar a la encontrada en nuestros datos, asi mismo la asociacién con

parametros clinicos mostro significancia con los grupos de riesgo previamente definidos.

Caracterizacion de los miRNAs que clasifican los subtipos de tumores TN

A través de un analisis integrativo de varias bases de datos se evalué el enriquecimiento
de los miRNAs que conforman el clasificador analizando grupos y familias de miRNAS,
funciones bioldgicas y su asociacion significativa con procesos patologicos. De esta
manera hemos identificado la posible relevancia biolégica de los miRNAS en rutas
celulares como muerte, division y motilidad celular, metabolismo, inflamacion y
quimiosensibilidad (Tabla 5). Estos procesos son fundamentales para el establecimiento y
desarrollo del tumor. Lo anterior sugiere que los miRNAs no s6lo permiten distinguir varios
grupos tumorales, sino que potencialmente dichos miRNAs podrian también poseer una

actividad bioldgica de relevancia en la oncogénesis.
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Tabla 5: Analisis integrativo de los miRNAs que forman parte del clasificador

| Cuenta | Proporcion | Valor de P | FDR
Enriquecimiento de grupos y familias
hsa-let-7e grupo 3 1.00]0.01363212 0.0658
hsa-mir-106a grupo 5 0.83]0.00364992 0.0206
hsa-mir-106b grupo 3 1.00]0.01363212| 0.0647
hsa-mir-17 grupo 6 1.00 [ 0.00017609 | 1.47E-03
hsa-mir-200a grupo 3 1.00]0.01363212 0.0653
mir-15 familia 3 0.75]0.04487449| 0.1629
mir-17 familia 7 0.88 | 0.0002607 | 1.93E-03
mir-181 familia 3 0.75]0.04487449| 0.1618
mir-25 familia 3 1.00{0.01363212| 0.0595
mir-29 familia 3 1.00{0.01363212 0.06
mir-30 familia 5 1.00 | 0.00075506 | 4.98E-03
mir-8 familia 4 0.80 | 0.01306971 0.0637
mir-99 familia 3 1.00{0.01363212| 0.0605
Metabolismo de lipidos 12 0.60 | 0.00049444 | 3.47E-03
Supresores tumorales 22 0.5910.00000181 | 2.51E-05
onco-miRNAs 24 0.77 0| 6.08E-09
miRNAs y enfermedades asociadas
Adenocarcinoma 32 0.71 0[1.97E-10
Neoplasias cerebrales 6 1.00] 0.00017609 | 1.44E-03
Céncer de mama 64 0.59 0[1.15E-16
Carcinoma 26 0.62 5.00E-08 | 9.68E-07
Colo-carcinoma 4 1.00 | 0.00321799 0.0183
Neoplasias colo-rectales 24 0.71 0] 1.04E-07
Cécner endometrial 6 0.67 | 0.00763198 0.0405
Neoplasma esofagal 7 0.780.00093726 | 6.11E-03
Cancer gastrico 12 0.80 | 0.00000566 | 6.96E-05
Glioblastoma 24 0.71 0| 9.84E-08
Glioma 18 0.72 2.70E-07 | 4.57E-06
Cancer de cabeza y cuello 17 0.5710.00007813 | 7.42E-04
Cancer de higado 10 0.530.00574377| 0.0311
Cancer de pulmoén 51 0.54 0| 1.80E-10
Linfomas 11 0.69] 0.0001527 | 1.38E-03

Correlacion de la expresion de miRNAs y la expresion de RNAm predichos
como blancos transcripcionales
Con la finalidad de comprender la actividad de los miRNAs como reguladores post-

transcripcionales en cada uno de los subtipos realizamos un analisis integrativo y de
correlacion entre la expresion global de los miRNAs y la expresion de sus potenciales
blancos predichos por los algoritmos PITA, miRanda y Target Scan con la herramienta en

linea MAGIA (http://gencomp.bio.unipd.it/magia/start/). El analisis pareado incluyé los

perfiles de expresiéon génica (RNAmM) y miRNAs de 96 tumores que forman parte de
nuestras cohortes de entrenamiento y prueba. Aquellos RNAm con una correlacién de
Pearson negativa de al menos 0.30 se consideraron como blancos post-transcripcionales
(RNAmM::miRNA) y se realiz6 un analisis funcional en la base de datos DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/).
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La figura 16 muestra los procesos y rutas celulares en las que los RNAm regulados por
los miRNAs estan involucrados. Algunos de los procesos se encuentran asociados a rutas
con un papel biolégico importante en el desarrollo y establecimiento de los programas
carcinogénicos con impacto en diversas funciones celulares. Destaca también el
enriquecimiento de rutas que previamente fueron detectadas como sobre-representadas
en un subtipo especifico en los analisis anteriores como: regulacién de adhesiones
celulares en el subtipo C2 y regulacién de procesos de sefalizacion de moléculas
efectoras como ErBb o PDFGB, asi como el metabolismo de macromoléculas
caracteristico del subtipo C4. Estos datos sugieren que los miRNAs contribuyen en cierta
proporcion al establecimiento de los programas transcripcionales establecidos en cada

subtipo mediante su actividad reguladora de la expresion génica.
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Fig. 16: Analisis de enriquecimiento de rutas y ontologias génicas basada en los RNAm con
correlaciéon negativa con la expresion global de miRNAs en cada subtipo de tumores triple
negativos

Sub-clasificacion de modelos celulares de tumores triple negativos
La evaluacion de subtipos tumorales en los modelos celulares es util para analizar

mediante otras metodologias in vitro diversos efectos y procesos asociados a los grupos
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de tumores triple negativos. Evaluamos tres lineas celulares triple negativas
correspondientes a dos subtipos intrinsecos del PAM50: bajos en claudinas y basal, dos
subtipos de acuerdo a Neve [119]: Basal A y basal B, y dos subtipos de acuerdo a la
clasificacion de Lehmann: basal 1 y parecido a mesenquimal. Tras aplicar el modelo de
clasificacion con el método SVM las lineas se clasificaron en dos grupos: C1 para MDA
MB 231 y HS578T, y C4 para MDA MB 468 (Tabla 6).

Tabla 6: Caracteristicas y agrupacion de los modelos celulares triple negativos evaluados

Linea celular TN | Subtipo de miRNA Subtipo intrinseco Subtipo basal | Subtipo Lehmann
MDA MB 468 C4 Basal Basal A BL 1

MDA MB 231 C1 Bajo en Claudina Basal B ML

HS578T C1 Basal Basal B ML

Caracterizacion de tumores triple negativo y otros inmunofenotipos.

La caracterizacion de la heterogeneidad de los tumores triple negativo incluyd la
comparacion de este fenotipo contra otros tipos tumorales (RE+/ RP+/ Her2+) con el fin de
detectar miRNAs que jugaran un papel importante en el establecimiento del este fenotipo
tumoral. Se obtuvo un perfil diferencial de expresion el cual se representa mediante un
mapa de calor en la figura 17. A través de la comparacion de los miRNAs diferencialmente
expresados entre los subtipos triple negativos y los diversos fenotipos tumorales en el
cancer de mama identificamos varios miRNAs de interés para su posterior analisis
funcional. Particularmente, miR-342-3p el cual se encuentra sub-expresado en los
tumores triple negativos con respecto al resto de los fenotipos, y también presenta
expresion a la baja en los subtipos con mayor riesgo clinico (C1 y C4) (Fig. 17B). Asi
mismo, miR-342-3p se encuentra diferencialmente expresado en diversos modelos
celulares, destacando su sub-expresion en la mayor parte de las lineas celulares triple

negativas (Fig. 17C).

Validacion independiente de la expresiéon abatida de miR-342-3p en tumores

triples negativos

Para validar los hallazgos con respecto a la expresion a la baja de miR-342-3p se evalué
su expresion mediante un analisis in-silico con las bases de datos publicos TCGA y
METABRIC que evaluan en conjunto un total de 280 tumores triple negativos y 2000
tumores de mama con diferentes tecnologias como miR-seq y arreglos de expresién de

Agilent. La sub-expresion de miR-342-3p en tumores triple negativos fue reproducida en
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ambas cohortes (Fig. 18), asi mismo se evaludé la posible relacién entre el nivel de
expresion de miR-342-3p con la sobrevida general sin encontrarse ninguna asociacion
clinica significativa. Tras validar en cohortes independientes la expresion del miRNA se

continué caracterizando su funcion biolégica en modelos celulares.

A B miR-342-3p

8

4 20246
Row Z-Score

T T T
C1 C2 C3 C4

0.40+

. g
= E 0354
— 8 0301 B
= <0254
t 3
¢ c 0.20-
: 2 0.157
— e
—— o
= 2
o€ :
— — !%
| \. ——
5
—
I S—
[ L i< Basal ABasal B Her2 Luminal  Normal

Fig 17: Analisis comparativo de tumores triples negativos con otros subtipos y expresion de miR-342-
3p. A) Mapa de calor con los miRNAs diferencialmente expresados entre tumores triple negativos vs
otros fenotipos B) Expresion de miR342-3p a lo largo d los subtipos de tumores triple negativos C)
Expresion de miR-342-3p a lo largo de modelos celulares con distintos fenotipos

miR-342-3p suprime proliferacion, viabilidad y migracion de células humanas
de tumores triple negativos

Con el fin de investigar la actividad biolégica de miR-342-3p en el modelo celular triple

negativo MDA MB 468, se transfectd transitoriamente el miRNA para generar un modelo
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de ganancia de funcién vy se evalué como podria afectar el re-establecimiento de su

expresion en los procesos de viabilidad, proliferacion, migracion, invasion, muerte y ciclo
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Fig. 18: Expresion normalizada de miR-342-3p evaluada en nuestros datos, la base TCGA y METABRIC.
En la zona inferior de muestra la curvas de sobrevida general asociadas a la expresion del miRNA.

celular. La sobre- expresion de miR-342-3p reduce significativamente la viabilidad celular
tras 48 hrs pos-transfeccion (Fig. 19A), asi mismo disminuye la proliferacion celular (Fig.
19B). También se detectd que la expresién de miR-342-3p disminuye un 30% la migracion
celular comparado contra el control negativo (Fig. 19C). Finalmente como se muestra en
la figura 19D miR-342-3p genera un arresto celular en la fase S tras 48 hrs post
transfecciéon. No se detectaron cambios significativos en los procesos de apoptosis e
invasion celular. El conjunto de datos de estos resultados indican la posible actividad de
miR-342-3p como supresor de tumor en la linea celular triple negativa. Asi mismo se
evalué por inmunohistoquimica la expresién de los marcadores hormonales y HER2
después de la transfeccion de miR-342-3p sin encontrarse ningiin cambio en la expresion

proteica de estos marcadores.
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MCT1 es un blanco directo de miR-342-3p.

Para comprender de forma mas amplia los blancos transcripcionales de miR-342-3p que
establecen el impacto biolégico del miRNA, se realizé6 un analisis exploratorio del
transcriptoma mediante microrarreglos de expresion génica de la linea celular MDA MB
468 transfectada con mimic de miR342-3p contra la linea celular transfectada con una
secuencia irrelevante. El analisis diferencial arrojé un total de 103 RNAm alterados, de los
cuales se identificaron 15 genes que potencialmente eran blancos directos del miRNA
definidos mediante analisis in silico con diversos algoritmos dedicados a la prediccion de
blancos. El enriquecimiento ontolégico de los RNAm alterados mostré diversas rutas
oncogénicas como el abatimiento de procesos de motilidad celular, respuesta inflamatoria
y metabolismo celular (Fig. 21 A-B). De particular interés fue este ultimo proceso, dado
que uno de los posibles blancos directos de miR-342-3p es MCT1 (SLC16A1), un
transportador de monocarboxilatos, preferencialmente de lactato. Asimismo, MCT1 ha
sido reportado como un gen importante en el flujo metabdlico al facilitar la entrada de
lactato extracelular favoreciendo la homeostasis energética y metabdlica de las células
cancerosas en distintos tumores como pulmén y mama. Su expresion alterada también se
a asociado a cursos clinicos agresivos y su inhibicion mediante farmacos ha demostrado

un efecto significativo en la reduccién del tamafno del tumor en modelos in vivo.

Para confirmar que miR-342-3p inhibia directamente al oncogen MCT1, evaluamos los
niveles de expresion del transcrito y la proteina tras la expresion exdgena del miRNA en la
linea celular MDA MB 468, detectado un disminucion significativa a las 48 y 72 hrs post-
transfeccién en ambos niveles biolégicos (Fig. 20A-B). Finalmente, se realizé un ensayo
de gen reportero con luciferasa para determinar la asociacion directa de miR-342-3p con
el 3UTR de MCT1. Mediante predicciones bioinformaticas detectamos un sitio de union
del miRNA al gen MCT1. Las secuencias de unién fueron clonadas en el vector psiCheck
rio abajo del gen de la luciferasa Renilla (Fig. 20C). Como se muestra en la figura 17 tras
la expresion exdgena de miR-342-3p la actividad de la luciferasa se ve reducida indicando
la hibridaciéon del miRNA al 3 UTR de MCT1.
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Fig. 19: evaluacion funcional de la actividad biolégica de miR-342-3p tras su expresion exdégena en la
linea celular triple negativa md ama 468. A) Analisis de viabilidad celular mediante MTT 48 hrs post-
transfeccion. B) Analisis de proliferacion celular mediante SRB creciendo la células hasta 96hrs tras
48hrs post-transfeccion. C) Ensayo de migracion celular con transwell y tincion con SRB. D) Analsisi
de ciclo celular mediante citrometria de flujo.
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Fig 20: Evaluacion de la regulacion de MCT1 por miR-342-p mediante analisis de Western
blot (A) y PCR en tiempo real (B), asi como de gen reportero (C) tras la expresion exdgena de
miR-342-3p en la linea celular MDA MB 468.

En las secuencias donde se insertaron mutaciones en la regién semilla del 3° UTR de
MCT1 no se detectd ninguna reduccion de la actividad de la luciferasa lo que demuestra

una actividad especifica sobre la secuencia blanco. Estos resultados indican que MCT1
es un blanco directo de miR-342-3p.

MCT1 esta correlacionado negativamente con miR-342-3p en los tumores de
mama triple negativo

Para definir la correlacion del miRNA con el estatus de expresion de MCT1 en tumores

humanos triple negativos se evalué la base de datos del Atlas del Genoma del Cancer
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(TCGA, por sus siglas en inglés). La expresion diferencial de MCT1 entre los subtipos
tumorales se validé observando una significativa sobre-expresion de MCT1 en los
tumores TN (Fig. 21C), asi mismo se analizo la correlacién de la expresiéon de MCT1 y
miR-342-3p en las neoplasias mamarias encontrandose que particularmente aquellos
tumores TN o RE negativos tienen un relacion inversa, es decir entre menor la expresion

de miR-342-3p hay una mayor expresion de MCT1 (Fig. 21D).
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Fig. 21: Evaluacién de posibles blancos post-trancripcionales de miR-342-3p. A) Analisis de
enriquecimiento de rutas de los genes alterados tras la transfeccion transitoria de miR-342-3p B) Box
plots con la expresion de MCT1 por subtipo tumoral de la base de datos TCGA. C) Gréfica de
correlacién entre los niveles de expresion de MCT1 y miR-342-3p de la base de datos TCGA

Empleando la herramienta en linea C biportal (http://www.cbioportal.org/) se evaluaron

otros mecanismos que podrian estar modificando la tasa de expresion de MCT1 como
mutaciones o amplificaciones del gen asi como pérdida de metilacion de la regién
promotora, sin embargo ninguno de estos mecanismos estan significativamente
representados en los tumores que sobre-expresan MCT1, lo que indica que miR-342-3p
constituye el principal mecanismo de regulacion de la expresion de MCT1 en tumores de

mama triple negativos.
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miR-342-3p inhibe el consumo de lactato exégeno

Dado que la principal funcion de MCT1 es probablemente la de transportar lactato del
espacio extracelular hacia el interior de la célula, evaluamos el consumo de lactato
exogeno (10mM, concentracion similar a las reportadas en tumores de mama [117]) en
medio bajo en glucosa tras la transfeccion de miR-342-3p. El rango de consumo fue
cuantificado en el medio celular mediante un ensayo enzimatico colorimétrico. La cinética
de consumo de lactato fue menor en las células transfectadas, detectando diferencias
significativas a partir de las 48hrs y hasta el final del ensayo a las 120hrs (Fig. 22A). La
expresion exoégena de lactato 10mM, favorece la disminucion de la proliferacion celular
(Fig. 22B), sin que se hubiese detectado cambios en el pH del medio a lo largo del tiempo
evaluado. Lo anterior sugiere que la sub-expresion de MCT1 por miR-342-3p disminuye
la entrada de lactato extracelular, reflejada en la acumulacion de esta molécula en el

medio.

La cantidad de lactato y glucosa intra y extracelular se alteran con la
inhibicion de MCT1 por miR-342-3p.

A continuacién evaluamos los niveles enddégenos de lactato de las células MDA-MB-468
transfectadas con el mimic de miR-342-3p y cultivadas en medio alto en glucosa. Los
niveles extracelulares de lactato evaluados en medio mediante un ensayo enzimatico
colorimétrico mostraron que tanto a las 48 y 72hrs pos-transfeccion hay una mayor
concentracién de lactato en el medio de las células transfectadas (Fig. 22C). Lo anterior
sugiere que existe una acumulaciéon de lactato en el medio extracelular posiblemente
dada por la disminucion en la expresion del transportador MCT1 por la acciéon de miR-
342-3p.

También se evalud la cantidad de lactato al interior de las células, detectando un aumento
significativo de lactato a las 72hrs post-transfeccién. Para definir que no hubiese otros
mecanismo que pudieran estar alterando el flujo de lactato se evaludé la expresion de
HIF1A, que bajo condiciones hipdxicas o altas en lactato favorece la expresion de MCTH4,
otro posible transportador de lactato con menor afinidad, asi como LDHA, que permite la
conversion de piruvato a lactato, sin embargo no se detectdé la sobre-expresion de

ninguno de estos genes (Fig. 22E).
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Fig 22: Cuantificacién de lactato en modelo in vitro transfectado con mimic de miR-342-3p. A)
Cinética de consumo de lactato exégeno (10mM) en células cultivadas en medio bajo en glucosa
cuantificado por método enzimatico colorimétrico. B) Analisis de proliferacion de células cultivadas
en medio bajo en glucosa con lactato 10mM. C) Cantidad de lactato extracelular a las 48 y 72 post
transfeccion D) Cantidad de lactato intra celular a las 24, 48 y 72 hrs pos-transfeccién. E) Niveles
de expresion de un panel de genes que podrian modificar el flujo de lactato celular. F) Western Blot
de HIF1A en linea mda mb 468 con expresion exdgena de miR-342-3p alas 24, 48 y 72hrs.

Dado que inicialmente no esperabamos encontrar un aumento en el lactato intracelular,
decidimos evaluar la cantidad de glucosa tanto dentro como fuera de la célula para definir
si existian cambios en otras moléculas suministradoras de energia que actian como

sustrato en los procesos de generacion de ATP. Para ello medimos en las mismas
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muestras la cantidad de glucosa, encontrando una disminucion de esta hexosa a nivel
extracelular e intracelular a las 72 hrs post-transfeccién (Fig. 23A-B). Lo anterior sugiere
que la célula bajo el efecto de miR-342-3p consume mas glucosa extracelular la cual es

empleada para generar energia y que posiblemente es convertida en lactato.
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Fig 23: Concentracion de glucosa en los modelos celulares triple negativos. A) Niveles de
glucosa extracelular medidos por métodos enzimatico colorimétrico. B) Niveles de glucosa
intracelular medidos por métodos enzimatico colorimétrico. C) Western Blot del
transportador Glut 1

Para descartar que otros mecanismos pudieran estar alterando la cantidad de glucosa
evaluamos la expresion proteica de uno de los transportadores de glucosa (GLUT1) sin
encontrar ningun cambio en su expresion en las diversas condiciones analizadas (Fig.
23C).

De esta forma al comparar el modelo in vitro con expresion exégena de miR-342-3p

contra el control negativo se puede observar que a nivel intracelular la proporcion de
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lactato respecto a glucosa es mayor en las células transfectadas a las 72hrs post-
transfeccion, dicho aumento también se observa en el medio extracelular desde las 48 hrs
(Fig. 24 A-B). Lo anterior indica que en la célula transfectada con el mimic de miR-342-3p
se da una acumulacion de lactato exdégeno, la cual podria generar un aumento en el
consumo de glucosa extracelular. Esto se ve reflejado en la disminucion de la glucosa en
medio, asi como un aumento en lactato intracelular, que pudiera ser resultado de la
oxidacién de la glucosa durante la glicolisis celular asociada a una disminucion en la

cantidad de glucosa intra-celular.
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Fig 24: Proporciones lactato glucosa A) Intra y B) extracelular

La expresion de miR-342-3p es promovida por el receptor de estrogenos

Para definir el mecanismo que genera la sub-expresion de miR-342-3p en los tumores de
mama triple negativos se analizaron varios mecanismos. Inicialmente se definid la
localizacién gendmica del miRNA el cual es un miRtron (miRNA contenido en un intron)
del gen EVL. El anélisis in silico de EVL en el Human Genome Browser mostré un
enriquecimiento de histonas asociadas al promotor o a regiones transcripcionalmente

activas asociadas a los sitios de inicio de la transcripcién de EVL, asi como picos de
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enriquecimiento de la inmunoprecipitacion de la Polimerasa Il, lo que sugiere que no
existen sitios alternos de transcripcion y su expresién depende de la transcripcion del gen
hospedero EVL (Fig. 25A). En primera instancia se evaluaron mecanismos de metilacién
ya que existen reportes en la literatura donde la metilacion del promotor de EVL afecta la
expresion de miR-342-3p. Se realizaron analisis de azacitidina y tricostatina (resultados
no mostrados) sin ningun cambio en la expresion de miR-342-3p. A continuacién se
evalué la posible interaccién del receptor estrégenos como factor transcripcional de EVL.
Para ello se evaluaron datos de chip-Seq de RE disponibles el Human Genome Browser y
se encontraron varios sitios proximales y distales para EVL y miR-342-3p en una linea

celular positiva a RE (Fig. 25B).
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Fig 25: Caracterizacién de la disposicién genémica de miR-342-3p A) Localizacién gendmica de miR-
342-3p. B) Chip-seq contra RE en la linea celular T47D mostrando sitios proximales y distales para su
unién rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de EVL y miR-342-3p. C) Expresion de EVL y miR-
342-3p alo largo de los subtipos tumorales (Datos de TCGA).
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Finalmente, con datos de TCGA se evalud la expresion de EVL y miR-342-3p en los

distintos subtipos tumorales, principalmente basados en los estados de positividad de RE.

La correlacion de la expresion de este receptor hormonal con el gen EVL y miR-342-3p

tiene siempre una asociacion positiva entre el estado del RE.
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Fig 26: Expresion de EVL y miR-3423p en correlacidon con estatus de receptor de estrégenos. A)
Distribucion de la expresion de miR-342-3p y EVL en distintos grupos de tumores con diversa
positividad a los receptores hormonales. Correlacion de RE , miR-342-3p y EVL en la base de datos B)

METABRICy C) TCGA

Por ultimo, para validar dicha asociacion se silencio el RE mediante dos siRNA en la linea

celular MCF7 (RE+, RP+ y Her2- ) resultando en la sub-expresion del gen EVL, el

premiRNA de miR-342-3p y el transcrito maduro de este (Fig. 27). Con lo anterior

podemos concluir que la sub-expresidon de miR-342-2p en el fenotipo TN se debe al

silenciamiento del receptor de estrogenos, el cual posiblemente esta actuando como un

factor transcripcional de EVL, el cual es hospedero de miR-342-3p.
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Fig 27: Silenciamiento de receptor de estrégenos afecta la expresion de EVL, premiR-342 y miR-342 en
la linea MCF7. A) Analisis de Western Blot de RE tras expresion transitoria de dos siRNAs de RE. B)
PCR en tiempo real de RE tras la transfeccion de siRNAs contra RE. C) Niveles de expresion de RNAm
de C) EVL, D) premiR-342-3p y E) miR-342-3p medidos por PCR en tiempo real.

La proteina de biogénesis de miRNAs AGO2 se encuentra sobre-expresada
en tumores TN y RE-

Diversos estudios a través del anadlisis de la expresion génica han indicado que las
proteinas de biogénesis de miRNA se encuentran alteradas en varios tipos de tumor [32,
120]. Particularmente, AGO2 se encuentra sobre-expresada en los tumores basales y
RE-, presentando una correlacién negativa entre el estatus de RE y la expresion del
transcrito de AGO2 en cancer de mama[71][121]. Asi mismo, la presencia de variantes
génicas como SNPs o variaciones somaticas en el numero de copias del gen AGO2,
podrian alterar la expresion de AGO2 y por ende influenciar en el procesamiento de los
mMiRNAs y su funcién[122]. Al analizar el estado de numero de copias y y el nivel de
expresion del transcrito de AGOZ2 en tumores de mama en la base de datos TCGA, se
observé que en los tumores TN hay un enriquecimiento en cuanto al numero de tumores
que presentan amplificacion del gen y sobre-expresion del RNAm representando el 71%.
En otros subtipos el porcentaje de tumores con amplificaciones y/o sobreexpresion varia
de entre un 30 a un 60% (Fig. 28B). La correlacién clinica de la amplificacion vy
sobreexpresion de AGOZ2 en tumores TN muestra un curso clinico mas agresivo con

mayor probabilidad de eventos de muerte o recurrencia/metastasis (Fig. 28C). Basado en
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los datos anteriores y debido a la limitada informacion de la expresién de la proteina
Ago2 en tumores de mama la evaluamos a través de analisis inmunohistoquimicos en 141
tumores. Apoyando a lo previamente observado a nivel de transcrito, también hay una
sobre-expresion a nivel de proteina en los tumores TN, RE- y RP-. Lo anterior valida el

posible uso de AGO2 como un marcador inmunohistoquimico para definir agresividad del
tumor.
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Fig. 28: Expresién y estatus de la proteina de biogénesis AGO2 en tumores de mama. A) Andlisis
inmunohistoquimico en 146 tumores de mama y distribucién de la expresion de AGO2 por estatus de
RE, RP y Her2. B) Grafico donde se muestran las alteraciones presentes en 146 tumores TN de la
base de datos TCGA. C) Analisis de sobrevida general y sobrevida libre de enfermedad de acuerdo al
estatus de AGO2 (amplificado y/o sobre-expresado). Datos de TCGA
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Discusion

El cancer de mama triple negativo comprende una diversa coleccion de fenotipos
tumorales. El desarrollo de métodos gendmicos de alto rendimiento y la implementacion
de herramientas bioinformaticas ha permitido analizar de forma mas profunda la
heterogeneidad presente en los diferentes subtipos de cancer de mama. Estos nuevos
conocimientos han tenido gran impacto en el entendimiento de la patologia de los tumores
triple negativos, sin embargo un estudio mas amplio en la diferencias moleculares que
caracterizan a cada grupo tumoral es aun necesario para comprender las caracteristicas
biolégicas de la diversidad tumoral y la mejor forma de traducir este conocimiento a la

practica clinica[123].

Basado en el analisis de marcadores inmunohistoquimicos se han distinguido al menos
dos grupos de tumores triple negativos [75]. También se ha propuesto que |la
inestabilidad génica de los tumores TN puede favorecer la diversidad en este cancer.
Datos recientes sugieren que la gran mayoria de los tumores TN son multiclonales, lo cual
actua como un factor que incrementa la diversidad de los fenotipos tumorales presentes

en el tumor [124-126].

Hace mas de una década los estudios de Perou y colaboradores, basados en el analisis
de microarreglos de expresiéon de RNAs mensajeros, describieron de una forma detallada
y sistematica la existencia de subtipos intrinsecos del cancer mama [127], adicionalmente
un numero de estudios han identificado subtipos adicionales, los cuales estan
enriquecidos en tumores triple negativos, como por ejemplo los tumores bajos en
claudinas [69, 128, 129], asi como tumores con enriquecimiento en vias de sefializacion
asociados a interferén [120], tumores con caracteristicas apécrinas [130, 131], y

activacion de rutas de receptor de androégeno [131, 132].
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Lehmann y colaboradores, basados en un meta-analisis de datos de expresion de RNAm,
describieron la existencia de 7 subtipos de tumores triple negativos [77], recapitulando en
parte los subtipos intrinsecos del cancer de mama al identificar subtipos enriquecidos con
caracteristicas basales, mesenquimales, inmunodulatorias y luminales, dirigidos por la
actividad del receptor de andrégenos. Si bien, dicho clasificador es robusto, una de sus
limitantes es que para obtener los mejores resultados requiere que se utilice tejido fresco
para obtener RNAm de alta calidad, lo que representa una colecta de muestra en
quiréfano y un procesamiento en cadena fria, asi como abordajes masivos que permitan
evaluar los miles de RNAm que conforman la firma derivada del clasificador, dificultando

el uso de muestras incluidas en parafina colectadas de forma retrospectiva.

También existen, reportes que asocian la expresion de un grupo de miRNAs en tumores
triple negativos con grupos inmunohistoquimicos especificos, asi como desenlaces
clinicos particulares. Uno de los estudios que reporta estos agrupamientos [107] presenta
una cohorte heterogénea, la cual incluye tumores tratados en adjuvancia y neoadjuvancia
con distintos esquemas terapéuticos, lo cual puede representar un serio factor confusor

que puede inducir sesgos en el resultado de la firma y en las conclusiones clinicas.

A través de perfiles de expresion de miRNAs y abordajes de agrupamiento no
supervisado de 135 tumores triple negativos, hemos sub-clasificado 4 subtipos estables,
enriquecidos cada uno de ellos en rutas celulares y patrones de expresion génica
especificos. También, usando firmas de expresion de miRNAs, se desarrollaron modelos
de clasificacion que permiten identificar modelos celulares para algunos de los subtipos

descritos.
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El subtipo C1 se caracteriza por el enriquecimiento de ontologias y perfiles transcripciones
involucrados en la regulacion, sefalizacion y actividad del interferon alfa (IFNa). Se
destaca el enriquecimiento de la activacion de NF-kB, un factor transcripcional involucrado
en la regulacién de la respuesta inmune e inflamacién, que posee un papel importante en
la tumorigénesis de diversos tumores [133, 134]. NF-kB controla la expresion de un
numero importante de genes que promueven la tumorigenicidad al estar asociados con
procesos como angiogénesis, apoptosis, invasion, migracién y sobrevida celular [135-
137]. Asimismo, la activacion aberrante de NF-kB también juega un papel en la resistencia
a quimioterapia en las células cancerosas. En los tumores triple negativos la activacion
alterada y sobre-expresion de NF-kB se ha reportado en diversos estudios [138-140],
resultando en la modulacion de la expresion de importantes nodos sefalizadores del
interferon. De esta forma, una elevada actividad de NF-kB promueve una firma alterada

de interferén que podria contribuir con la tumorigénesis de este subtipo particular [141].

Otro regulador importante de la expresion de IFNa es IRF7, el cual a su vez requiere la
ubiquitinacion de TRAF6 para su activacion, proceso que también se encuentra
enriquecido en este subtipo. Tanto IRF7 como NF-kB son efectores de multiples citosinas
pro-inflamatorias que pueden promover el cancer de mama [142]. TRAF6 es también un
importante activador de otros eventos de sefalizacién como el de los receptores RIG-| y
parecidos a Toll (TLRs), ambos enriquecidos en este subtipo. Este ultimo se ha asociado
a una posible funcion promotora de la tumorigénesis al participar en la respuesta de a
dafio a DNA que puede favorecer el crecimiento y progresion del tumor. Este subtipo se
correlaciona con alto riesgo a muerte, metastasis y recurrencia tumoral y representa el

23% de los tumores evaluados.
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Los perfiles de expresion y enriquecimientos ontolégicos del subtipo C2 describen la
presencia de sefializadores como EGFR, reguladores de la transicidn epitelio
mesénquima, migracion y adhesion celular, y activacion del oncogén RAS. Estas rutas de
senalizacibn comparten varias de las rutas celulares mas importantes del subtipo
mesenquimal, definido mediante el clasificador de Lehmann. Los factores de crecimiento
como EGFR juegan un papel importante en la progresion tumoral, de hecho un porcentaje
amplio de tumores TN sobre-expresan EGFR, que a su vez se asocia con una prognosis
negativa [143, 144]. De esta forma, EGFR esta siendo analizado por diversos estudios
clinicos como una de las moléculas blanco para ser modulada con farmacos especificos
en diversas malignidades TN [143]. Otro de los mecanismos enriquecidos en este subtipo
son los transportadores ABC, los cuales participan en el transporte de diversos farmacos.
Dentro de los mas caracterizados en cancer de mama se encuentran las glicoproteinas P
y las proteinas de multiresistencia (MRP), las cuales se encuentran alteradas en este
subtipo. Estas proteinas dependientes de energia bombean activamente a los farmacos
quimiotereapeuticos, reduciendo la concentracion intracelular del agente, disminuyendo
su citotoxicidad [145, 146] y reduciendo el efecto bioldgico esperado. De forma
interesante, este subtipo presenta un fenotipo con un mayor riesgo a muerte y representa

el 17% de los tumores TN.

El subtipo C3 esta altamente enriquecido en sefales celulares del sistema inmune, como
respuesta innatas y adaptativas, regulacion de efectores del sistema inmune, activaciony
proliferaciéon de células T y linfocitos. Otros estudios han descrito la presencia de firmas
de expresion relacionadas al sistema inmune en los tumores TN, particularmente el
subtipo inmunomodulatorio descrito por Lehmann (23, 24, 51). A través de varios
estudios se ha definido que aquellos tumores con firmas inmunoldgicas presentan una

prognosis mas favorable [147, 148], caracteristica que observamos en este subtipo en
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nuestro grupo de datos, al ser un fenotipo de bajo riesgo a metastasis, recurrencia y
muerte, con una incidencia del 36%. Asi mismo varios de estos genes moduladores del
sistema inmune se han planteado como posibles blancos terapéuticos, por ejemplo 1)
bloqueadores de los receptores de los puntos de revision que previenen la activacion
efectiva del sistema inmune como CTLA-4, BTLA, PD-1 y TIM-3m, o 2) inhibicion de
factores inmmunsupresivos como TGFb , IDO1 y arginasa, y también 3) la activacion de

co-estimuladores como TNF.

Finalmente el subtipo C4 se caracteriza por la presencia de genes involucrados en rutas
de sefializacion hormonal, donde destacan la expresion de receptor de andrégenos (RA) y
su ruta de sefalizaciéon, asi como la actividad de diversos esteroides, junto con elevados
niveles de expresion de citoqueratinas luminales como (Cit18, 19 y 8). La firma génicay
ontoldgica es consistente con otros reportes, donde la sefalizacion de RA se encuentra
significativamente activada, particularmente el subtipo LAR de Lehmann [77, 130, 131].
Este subtipo también se encuentra enriquecido en rutas de metabolismo de
macromoléculas y nutrientes. Los tumores de mama TN presentan alteraciones
metabdlicas que permiten su adaptacion a los diversos escenarios metabdlicos,
satisfaciendo sus requerimientos energéticos. La alteracion de rutas primordiales para el
mantenimiento de las células tumorales, plantea diversos blancos terapéuticos, como la
inhibicién del RA o enzimas asociadas al metabolismo como transportadores de glucosa o
lactato, o genes senalizadores de HIf1a. Este subtipo se caracteriza por tener una

sobrevida libre de enfermedad menor y tener una incidencia del 22.22%.
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Nuestro estudio indica que los subtipos de tumores triple negativos basados en perfiles de
mMiRNAs pueden también recapitular otras clasificadores basados en RNA mensajero,
como del desarrollado por Lehmann, asi mismo se pueden distinguir dos grupos con
relevancia clinica: grupos de alto y bajo riesgo para metastasis, recurrencia y muerte, los
cuales engloban diversos subtipos de tumores TN y en los que las estrategias

terapéuticas apropiadas pueden ser sumamente diversas.

Generar clasificadores basados en miRNAs plantea varias ventajas tanto metodoldgicas
como biologicas. En primera instancia, los miRNAs son moléculas pequefias
acompafiadas generalmente de complejos proteicos, o que favorece que su tasa de
degradacién sea baja, permitiendo evaluar muestras donde la calidad del RNA no es
optima, como aquellos embebidos en parafina. Esta situacion facilita significativamente la
colecta y caracterizacion de las muestras, permitiendo analisis retrospectivos y mejores
analisis de correlacidén con variables clinicas y tiempos de seguimiento mas adecuados.
Adicionalmente, hemos comprobado que el analisis de miRNAs en RNA proveniente de
tejido incluido en parafina es altamente reproducible y tiene una alta correlacion con datos
generados con RNA de alta calidad proveniente de tumores frescos, evitando de esta
forma sesgos relacionados con el procesamiento de la muestra y que no tienen que ver
con las caracteristicas biologicas de los tumores. Asi mismo el estudio de moléculas
reguladoras de la expresidn génica, plantea no sdlo la identificacion de moléculas
clasificadoras, sino también de moléculas que participan en el establecimiento de un
estado transcripcional especifico. De esta forma, a través de diversos analisis integrativos
definimos rutas transcripcionales que potencialmente estan moduladas por la actividad de
diversos miRNAS y que impactan de forma importante el fenotipo final de cada subtipo
tumoral, resaltando la actividad regulatoria de estas moléculas que participan en el

establecimiento de los procesos carcinogénicos. Asi mismo el analisis
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inmunohistoquimico de proteinas de biogénesis de miRNAs pueden robustecer la
estratificacion de los tumores triple negativos y su identificacion en subtipos con

relevancia clinica.

Los analisis integrativos entre los miRNAs diferencialmente expresados en los tumores
triple negativos y otros inmofenotipos, asi como el patrén de miRNAs que conforman el
clasificador de subtipos TN permitié identificar miRNAs que por un lado participan en el
establecimiento del fenotipo triple negativo y por otro permiten distinguir distintos subtipos
tumorales. Asi, miR-342-3p surgi®6 como un candidato interesante, el cual ha sido
previamente reportado como sub-expresado en tumores triples negativos [149] y validado
en las bases de datos METABRIC y TCGA, y se encuentre expresado a la baja en el
subtipo de alto riesgo para metastasis y recurrencia, C4. La literatura acerca de su funcion
en este fenotipo particular es limitada, y hasta donde sabemos, este es el primer trabajo

que evalla su actividad biolégica en cancer de mama.

A través de validaciones funcionales en ensayos de rescate en un modelo in vitro
correspondiente al subtipo C4, pudimos concluir la posible funcién supresora tumoral de
miR-342-3p al disminuir viabilidad, proliferacién y migracién de las células tumorales mda-
mb-468. Lo anterior coincide con reportes de la literatura donde se ha observado
inhibiciones significativas de estos y otros procesos tumorigénicos en neoplasias como
colon y cérvix cuando se sobre-expresa el miRNA [150, 151]. Particularmente, en los
tumores de mama luminales, donde la expresién del miRNA es mayor, se le ha asociado
a mecanismos de aumento de sensibilidad a terapia anti-hormonal con tamoxifeno, pues

su expresion promueve la expresion de receptor de estrégenos [149] lo que sensibiliza a
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la célula. Este es un ejemplo claro de como un miRNA puede modular distintas rutas de

acuerdo al contexto celular y transcripcional, y su papel bioldégico puede ser diverso.

Mediante analisis globales de la expresién génica, pudimos definir el posible papel de
miR-342-3p en la regulacion post-transcipcional en el fenotipo triple negativo, mostrando
un importante enriquecimiento a la baja de rutas metabdlicas. Los experimentos
funcionales permitieron definir que MCT1, un importante transportador de lactato, es uno
de los blancos directos de este miRNA. Aunado a ello, estudios recientes sobre el
proteoma y metaboloma de estos tumores han confirmado que los tumores TN tiene un
perfil metabdlico uUnico[1s2)y la sobre-expresion de MCT1 en tumores TN se ha confirmado
en diversos estudios. La alteracion del metabolismo tumoral ha sido reconocida como una
de las caracteristicas primordiales de las células neoplasicas [4]. Particularmente, los
tumores TN presentan un mayor niumero de células glicoliticas que producen como sub-
producto lactato, el cual no es sélo un desecho celular si no también una molécula de
senalizacién que permite la evasion del sistema inmune [153] y una importante fuente
energética. Consecuentemente, un aumento en la concentracién de lactato se asocia con
agresividad tumoral, metastasis y resistencia a tratamientos, por lo que el lactato es un

marcador de prognosis de la enfermedad en distintos tumores [154-156].

La produccién de lactato favorece la produccion de transportadores de lactato, los cuales
previenen su acumulacion y que proveen un sustrato para la obtencién de energia. La
mayor parte del lactato es transportado por la familia de transportadores de
monocarboxilatos (MCT) que son responsables de facilitar su difusién por la membrana

celular [157, 158], principalmente MCT1 que pose mayor afinidad por él [159-161].
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El metabolismo celular en cancer se ha observado alterado y se han propuestos diversos
modelos donde la homedéstasis celular permite y favorece la coexistencia de células con
diversos estados metabdlicos. La células de cancer pueden presentar un estado glicolitico
incluso en condiciones de normoxia, lo cual genera como subproducto el lactato el cual es
exportado al espacio extracelular por MCT4 y es tomado por las células oxidativas
mediante MCT1, las cuales a través de LDHA convierten el lactato en piruvato el cual es
incorporado en la fosforilcaion oxidativa. Si el lactato extracelular no fuera consumido por
las células oxidativas se generaria una acidosis lactica que resultaria en la muerte celular.
De esta manera, las células con diversos estados metabdlicos no solo co-existen sino que

dependen una de la otra [162-164] [165].

De este modo el metabolismo de lactato es critico para el mantenimiento celular. MCT1,
se encuentra sobre-expresado en tumores triple negativos y su expresion se asocia a
cursos clinicos con riesgo a muerte y metastasis en tumores de mama [166], ovario [167],
gastrico [168], y colorectal [169]. La inhibicidon farmacolégica de MCT1 en modelos in
vitro e in vivo genera acumulacion extracelular de lactato, asi como aumento en los
niveles de lactato intracelular, de igual manera la inhibicion de MCT1 tiene efectos

significativos sobre tamafo de tumor y sobrevida en modelos animales[170].

A través de nuestro abordaje experimental nosotros proponemos que miR-342-3p regula a
la baja la expresion de MCT1 y con ello afecta los flujos de lactato, impactando en el
metabolismo de las células tumorales. Cuando MCT1 es sub-expreasdo por el miRNA
resulta una acumulacion de lactato extracelular, ya que no puede incorporarse a la célula
(falta de transportadores) y por ello no puede ser empleado como fuente energética, esto
favorece un cambio metabdlico de glicolitico a oxidativo, lo cual se refleja en un mayor
consumo de glucosa (extra e intracelular), el cual es acompafado de una mayor
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produccién de lactato intracelular. Este cambio metabdlico presupone una competencia
por glucosa y con ello genera zonas de aporte limitado de glucosa en las cuales,
eventualmente, las células dejaran de proliferar y finalmente moriran. Dado que los
tumores TN son altamente glicoliticos, la intervencidn terapéutica sobre estos mecanismo

podria ser empleada para desarrollo de farmacos dirigidos a blancos especificos [171].
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Conclusion

Este trabajo permitio conocer el perfil de expresion de miRNAs en muestras tumorales
triple negativas, identificando 4 firmas de expresion Unicas que definen subtipos tumorales
con una biologia particular, asi como diversas asociaciones clinicas. La clasificacion de
los tumores triple negativos basado en los perfiles de expresién de miRNAs enfatiza la
heterogeneidad de este fenotipo, como lo ejemplifica la variedad de rutas y procesos
celulares definidos en cada grupo descrito. También, las firmas de miRNAS pueden ser
marcadores pronosticos de sobrevida y sobrevida libre de enfermedad, sugiriendo que

este tipo de abordajes pueden contribuir a mejorar la prognosis y el manejo clinico.

Las nuevas tecnologias masivas de microarreglos y secuenciaciéon han permitido la
generacion de miles de datos moleculares para caracterizar a los tumores humanos. Los
diversos consorcios internacionales han promovido el uso e integracion de estos datos en
los diversos esfuerzos cientificos, por ello la validacion en datos provenientes de miles de
tumores brinda mayor poder estadisticos y bioldgico, o que permitié reproducir los

hallazgos reportados en este trabajo.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren la importancia de comprender y determinar
la funcion de los miRNAs con el fin de conocer y tener una idea mas clara de las

alteraciones genéticas ocurridas en el cancer de mama TN. La caracterizacion funcional del
miRNA mir-342-3p ha permitido la identificacién de un RNA regulatorio de procesos importantes
para la carcinogénesis de los tumores triple negativos y constituye uno de los primeros ejemplos
de circuitos regulatorios del metabolismo celular en cancer, proceso que se ha propuesto no sélo
como una caracteristica de las células neopldsicas si no también como un interesante blanco

terapéutico.
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Anexos

Anexo 1

RECOVER ALL

Protocolo para la Extraccion de RNA a partir de 8 cortes de 10micras para tejido o
16 cortes de 10micras para linea celular

Proceso de Desparafinacion

1.- Cortar el cilindro de parafina en piezas pequefias.

2.- Incubar durante 5 minutos en 1 ml de xilol a 50 °C con agitacion (500 rpm).

3.- Retirar el xilol y agregar 1 ml de xilol e incubar a 50 °C con agitacién (500 rpm) durante
5 minutos.

4.- Lavar en 1 ml de alcohol al 100 % durante 5 minutos en agitacion.

5.- Retirar el alcohol.

6.- Lavar de nuevo con 1 ml de alcohol al 100 % durante 5 minutos en agitacion.

7.- Retirar el alcohol y dejar secar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Proceso para la Extraccion de RNA Total, a partir del Total Nucleic Acid Isolation Kit
Recover All (Ambion)
1.- Agregar 200 ul (para buenas cantidades de tejido) o 100ul para linea celular o poco
tejido de buffer de digestion.
2.- Agregar 4 ul de proteasa y mezclar por pipeteo.
3.- Incubar a 50 °C durante 15 minutos
4.- Incubar a 80 °C durante 15 minutos. (aumentar SOLO 5 min si no se ha disgregado
por completo la parafina, un mayor tiempo puede degradar aun mas el RNA).
5.- Preparar el siguiente master mix de acuerdo al numero de muestras procesadas
Cantidades por muestra
» 240 ul de isolation additivve.
> 550 ul de etanol al 100 %.
6.- Agregar 790ul por tubo y mezclar por pipeteo
7.- Transferir 700 ul a la columna.
8.- Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm a temperatura ambiente.
9.- Descartar el sobrenadante.
10.- Repetir con el resto de la muestra.
11.- Agregar 700 ul de Wash 1
12.- Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm.
13.- Descartar el sobrenadante.
14.- Agregar 500 ul de Wash 2/3.
15.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.
16.- Descartar el sobrenadante.
17 .- Centrifugar durante 30 segundos para eliminar el residuo del fluido.
18.- Hacer el siguiente mix para cada muestra:
» 6 ul de 10XDNase Buffer.
» 4 ul de DNase.
» 50 ml de agua libre de RNA’asas.
19.- Agregar 60 ul del mix anterior al centro del filtro e incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.
20.- Agregar 700 ul de Wash 1.
21.- Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.
22.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.
23.- Descartar el sobrenadante.
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24 .- Agregar 500 ul de Wash 2/3.

25.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.

26.- Descartar el sobrenadante.

27 .- Repetir desde el paso numero 23.

28.- Centrifugar durante 1 minuto a 10.000 rpm para mover el residuo del fluido.
29.- Cambiar columna a nuevo tubo.

30.- Eluir en 25 ul con agua libre de RNAsa.

31.- Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
32.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.

33.- Retirar la columna.

34.- Colocar el sobrenadante en hielo.

35.- Cuantificar el sobrenadante

Protocolo para la Extraccion de RNA a partir de Muestras de Cilindros de Parafina

Proceso de Desparafinacion

1.- Cortar el cilindro de parafina en piezas pequefias.

2.- Incubar durante 10 minutos en 1 ml de xilol a 50 °C con agitacion (500 rpm).

3.- Retirar el xilol y agregar 1 ml de xilol e incubar a 50 °C con agitacién (500 rpm) durante
10 minutos.

4.- Lavar en 1 ml de alcohol al 100 % durante 5 minutos en agitacion.

5.- Retirar el alcohol.

6.- Lavar de nuevo con 1 ml de alcohol al 100 % durante 5 minutos en agitacion.

7.- Retirar el alcohol y dejar secar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Proceso para la Extraccion de RNA Total, a partir del Total Nucleic Acid Isolation Kit
Recover All (Ambion)
1.- Agregar 200 ul de buffer de digestion.
2.- Agregar 4 ul de proteasa y mezclar por pipeteo.
3.- Incubar a 50 °C durante 15 minutos
4.- Incubar a 80 °C durante 15 minutos. (aumentar SOLO 5 min si no se ha disgregado
por completo la parafina, un mayor tiempo puede degradar aun mas el RNA).
5.- Prepar el siguiente master mix de acuerdo al numero de muestras procesadas
Cantidades por muestra
» 240 ul de isolation additivve.
> 550 ul de etanol al 100 %.
6.- Agregar 790ul por tubo y mezclar por pipeteo
7.- Transferir 700 ul a la columna.
8.- Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm a temperatura ambiente.
9.- Descartar el sobrenadante.
10.- Repetir con el resto de la muestra.
11.- Agregar 700 ul de Wash 1
12.- Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm.
13.- Descartar el sobrenadante.
14.- Agregar 500 ul de Wash 2/3.
15.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.
16.- Descartar el sobrenadante.
17 .- Centrifugar durante 30 segundos para eliminar el residuo del fluido.
18.- Hacer el siguiente mix para cada muestra:
» 6 ul de 10XDNase Buffer.

93



» 4 ul de DNase.
» 50 ml de agua libre de RNA’asas.

19.- Agregar 60 ul del mix anterior al centro del filtro e incubar durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

20.- Agregar 700 ul de Wash 1.

21.- Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.
22.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.

23.- Descartar el sobrenadante.

24.- Agregar 500 ul de Wash 2/3.

25.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.

26.- Descartar el sobrenadante.

27 .- Repetir desde el paso numero 23.

28.- Centrifugar durante 1 minuto a 10.000 rpm para mover el residuo del fluido.

29.- Cambiar columna a nuevo tubo.

30.- Eluir en 25 ul con agua libre de RNAsa.

31.- Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
32.- Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm.

33.- Retirar la columna.

34 .- Colocar el sobrenadante en hielo.

35.- Cuantificar el sobrenadante.
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Apoptpsis: Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit PREPARAR:
1. 1x Annexin binding buffer, por ejemplo para 10 ensayos agregar 1ml 5x de
annexina binding buffer a 4ml de agua. COMPONENTE A

ul 5x buffer

Reacciones annexin ul agua
1 100 400
2 200 800
3 300 1200
4 400 1600
5 500 2000
6 600 2400
7 700 2800
8 800 3200
9 900 3600
10 1000 (1ml) 4000
11 1100(1.100ml) 4400
12 1200 4800
13 1300 5200
14 1400 5600
15 1500 6000
16 1600 6400
17 1700 6800
18 1800 7200
19 1900 7600
20 2000 8000

NOTA: NO SE PUEDE ALMACENAR, PREPARAR SOLO LO QUE SE EMPLEA

2. Working solution: Preparar solucién de trabajo Pl a 100ug/mL diluyendo 5ul de
1mg/mL de Pl stock (Componente B) a 45ul de 1x anexina-binding buffer.

NOTA: SE PUEDE ALMACENAR YA DILUIDO

Protocolo para 1 000 0000 de células

1. Transfectar células

2. Colectar células: Tripzinar las células con 200ul de tripzina y 1 min de incubacién.
Inactivar con 15ul de suero. Ojo: lavar bien cada uno de los pozos y depositar las
células en un tubo Eppendorf de acuerdo a disefo experimental.
Centrifugar 4 min a 10 000 rpm, descartar sobrenadante.
Resuspender la células en 1ml de PBS frio.
Centrifugar 4 min a 10 000 rpm, descartar sobrenadante.
Resuspender en 100ul de 1x annexin-binding buffer.
Agregar 5ul de FITC annexinV(Componente A) y agregar 1ul de 100ug/mL PI
working solution
8. Incubar a temperatura ambiente por 15 min
9. Agregar 400ul de 1x anexin buffer y mezclar gentilmente
10. Llevar inmediatamente a citometria

Noohkow
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Transformacion con vector psicheck dual 2
Antes de iniciar:

Diluir oligos 1ug/ul

Clonacién de vector

Linearizacion del vector co-digestion con enzimas Xhol y NOTL

Nota:

Cantidades calculadas (total 20ul) para 0.2-1.5ug de sustrato de DNA
No hacer digestiones por toda una noche ya que se fragmenta DNA

1.

Hacer el siguiente Master mix

Reactivo Cantidad (para una reacciéon con | Cantidad para doble digestion
una enzima)
Agua 16.3ul 32.6ul
RE, 10x Buffer | 2ul 4ul
Acetylated 0.2ul 0.4ul
BSA, 10ug/ul
DNA, 1ug/ul 1ul 2ul
2. Mezclar por pipeteo
3. Agregar 0.5ul de enzima de restriccion XHOL a 10U/ul .
4. Agregar 0.5ul de enzima de restriccion NOTL a 10U/ul , para un total de 40ul
5. Mezclar por pipeteo
6. Incubar a 37C por 2hrs.
7. Inactivar enzimas a 65°C por 10min
8. Extraer vector linearizado con QIAEXII Gel extraccion Kit (OPCIONAL). Si el vector

sera empleado directamente si extraccidén proseguir al paso de ligacién.

Extraccion de vector a partir de gel de agarosa (PASO OPCIONAL -NO SE
REALIZO)

1.

Cortar banda de gel con bisturi

2. Pesar el fragmento del gel y afiadir 3 volumenes de Buffer QX1 y 2 volumenes de
agua
3. Mezclar la muestras por 30 segundos
4. Agregar QIAEXII
Peso (ug) Volumen de QIAEXII (ul)
2 10
2-10 30
+10, por cada 10ug adicionales Agregar 30ul adicionales
5. Incubar 10 min por 50C para solubilizar la agarosa. Mezclar cada 2 min.
6. Sila solucion no es amarilla y tiene un color naranja o violeta agregar 10ul 3M de

acetato de sodio, pH5 y mezclar e incubar por al menos otros 5 minutos
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7. Centrifugar 30s y remover el sobrenadante

8. Lavar la pastilla con 500ul de buffer QX1. Mezclar

9. Centrifugar 30s y remover sobrenadante

10. Lavar la pastilla con 500ul de buffer PE. Mezclar

11. Centrifugar por 30s y remover el sobrenadante

12. Secar la pastilla de 10-15 min hasta que la pastilla se vuelva blanca. Si se
emplearon 30ul de QIAEXII secar la pastilla por 30 minutos

13. Eluir en buffer TE

14. Incubar 5 min a 50C para 4-10kb

15. Centrifugar 30s y recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo. El sobrenadante
contiene el DNA purificado

Alineamiento de Oligos

Diluir oligonucleotidos a 1ug/ul en agua

Combinar 2ul de cada oligonucleétido con 46ul de Oligo Annealing Buffer
Calentar a 90 °C por 3 minutos

Transferir a bafio Maria a 37°C por 15 minutos

Almacenar a -20°C o utilizar inmediatamente

abrwN =

Ligacion — Digestion con enzimas de restriccion

1. Preparar el siguiente master mix

Reactivo Extremos pegajosos
Vector linearizado de DNA (44ng/ul) 100 ng
Inserto de DNA (oligos) 3:1 (150ng/ul) ** Se puede modificar 1:1

hasta 5:1 en un rango
molar sobre el vector

10x T4 DNA ligase buffer 24ul
T4 DNA ligasa (#EL0014) 0.2ul (1u)
Agua Completar a 20ul

2. Para extremos pegajosos: Incubar toda la noche a temperatura ambiente
3. Usar hasta 5ul de la mezcla para transformacién de 50ul de células competentes
4. Inactivar a 65°C por 10 min.
5. Almacenar a -20C
NOTAS:
Para incrementar el numero total de colonias transfomantes prolongar la reacciéon hasta
toda la noche
LA T4 DNA ligasa se inactiva calentado a 65C por 10 min o 70C por 5 min.

**Nota: (ng vactor)*(Kb inserto) X inserto
Kb vector Vector
(100ng = 2ul de vector) * (0.04kb) 3
x — = 3.3ng
6kb 1

Transformacion en dos dias con kit TransformAid Bacterial Transformation

NOTAS:

Hacer TODOS los procedimientos en hielo

No dejar la células por mas de 5 min a temperatura ambiente
No usar mas de 5ul de producto de ligacién
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PROTOCOLO PARA 2 TRANSFOMACIONES

Dia 1

1. Sembrar cultivo mediante inoculacion de 2mL de C-medio con una solo colonia de
bateria en tubos. Usar solamente baterias frescas. ESTE CULTIVO ES
SUFICIENTE PARA 26 TRANFORMACIONES. EL CULTIVO PUEDE SER
ALMACENDO A 4C HASTA POR UNA SEMANA

2. Incubar a 37C en shaker toda la noche

Dia 2
NOTA: Incluir controles de experimento: plasmido sin inserto y controles de esterilidad
(Medio liquido sin colonia)

1. Atemperar los tubos de cultivo con 1.5 ml de C-medio para 2 transformaciones, a
37C por 20 min

2. Atemperar cajas con LB agar suplementado con antibiético a 37C por lo menos 20
minutos antes de sembrar

3. Prepara la solucion T: Descongelar solucion T (A) y (B): Mezclar 250ul de A 'y
250ul de B en mantener tubo en hielo

4. Agregar 150ul de cultivo incubado toda la noche (DIA 1) a 1.5 mL de C-medio pre-
atemperado.

5. Incubar 20 min a 37C en shaker

6. Centrifugar 1 min a 10 000 g y descartar sobrenadante

7. Resuspender células en 300 ul de solucion T.

8. Incubar en hielo 5 min

9. Centrifugar 1 min a 10 000 g y descartar sobrenadante

10. Resuspender células en 120ul de solucion T

11. Incubar 5 min en hielo

12. Agregar hasta 5ul de mezcla de ligacion (10-100ng de DNA) o 1ul de supercoiled
DNA (10-100pg) A UN NUEVO TUBO.

13. Incubar en hielo por 2 min

14. Agregar 50ul de las células preparadas (paso 10) a tubos de paso 12.

15. Incubar 5 min en hielo

16. Sembrar inmediatamente en platos pre atemperados con agar LB con ampicilina .

17. Incubar toda la noche a 37C

18. Dibujar cuadrantes en caja, seleccionar y numerar la colonias que se picaran para
propagarlas

19. Seleccionar colonias resistentes a ampicilina y propagarlas en 1.5ml de medio
liquido Ib a 37°C toda la noche en agitacién

Preparacion de medios para 1It de solucion:

Medio sélido de agar LB 32g por 1 It de agua, adicionar Ampicilina
Medio liquido Broth LB 20g por 1 It de agua

Protocolo de extraccion de plasmido de colonias bacterianas con el kit Zyppy
Plasmid Miniprerp .

98



Centrifugar el tubo con el cultivo bacteriano 5 min a 5000rpm a temperatura
ambiente.

Descartar el sobrenadante y agregar 600ul de agua para resuspender el botén
bacteriano.

Agregar 100ul de 7x Lysis Buffer (azul) e mezclar delicadamente invirtiendo el tubo
4-6 veces. (Proceder al siguiente paso en no mas de 2 minutos)

Agregar 350ul de Neutralizacion Begger (amarillo) FRIO y mezclar invirtiendo de 2-
3 veces. La muestra debe virar a amarillo y generar un precipitado cuando se ha
neutralizado por completo.

Centrifugar a 16,000g por 4 min

Transferir el sobrenadante (aprox 900ul) a una columna Zymo Spin lIn

Centrifugar 15 segundos a 16,000g

Descartar el sobrenadante

Agregar 200ul de Endo Wah Buffer centrifugar 30 segundos segun a 16 000g

. Agregar 400ul de Zyppy Wash Buffer a la columna, Centrifugar por 1 mina 16 00 g
. Transferir la columna a uno nuevo tubo de colecta
. Anadir 20ul de Zyppy Elution Buffer incubar durante 2 minutos a temperatura

ambiente

. Centrifugar a maxima velocidad durante 1 min para eluir el DNA.
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Western Blot
Extraer proteina

1. Lisis celular con Ripa 150ul por cada pastilla.

2. Vortex de 1 min

3. Incubar muestra durante 1hr a 4°C en agitacion
4. Centrifugar tubo 15min 13000rpm a 4°C y RECUPERAR sobrenadante

LA ELECCION DEL BUFFER DEPENDE DE:

Protein location

Buffer recommended

Whaole cell NP-40 or RIPA
Cytoplasmic (soluble) Tris-HCI
Cytoplasmic (cytoskeletal bound) Tris-Triton
Memhbrane hound NP-40 or RIPA

Nuclear

RIPA or use nuclear fraction protocol®

Mitochondria

RIPA or use mitochaondrial fraction protocol®

Cuantificacion
PROCESO SE REALIZA EN CAMPANA

1. Preparar curva con azul de Coomasie (Thermo #23238): 500ul agua mas 500ul de
azul de Coomasie por cubeta. Las muestras se miden por duplicado excepto la

curva. INCLUIR BLANCO.
Poner 1ml buffer de cuantificacidon en cada cubeta

wn

1ul, 2ul and 3ul

BSA (OJO VER QUE NO SEA EL STOCK SI NO LA DILUSION, se diluye a 1A/M):

4. Agregar 3ul de proteina y agitar poniendo un pedazo pequefio de parafilm (SE

DEBE OBSERVAR CAMBIO DE COLOR EN EL BUFFER)

5. Leer en espectro ( TENER CUIDADO DE COMO SE ACOMODAN LAS
CUBETAS): colocar las muestras en sentido opuesto a la mancillas del reloj.

a. Programa 4-Protein
b. Programa 4 protein sinza standard

Si la curva no sale considerar lo siguiente con respecto a BSA
1ng/ul ------- 0.1 absorbancia

X mmmmmmmmmmmemo- absorbancia muestra

x= ng/ul de proteina en muestra

Corrida en gel camara horizontal

Prender thermoblock a 95°C

1. Verificar en literatura cantidad de proteina de la que parten
2. Generar el siguiente master mix:

Reactivo Cantidad
Loading buffer (4x) 12

DTT (reduce los puentes disulfito permitiendo que la proteina adopte una | 4.8
conformacion random para la separacion por tamafo en el gel)

Muestra (Xng hasta en 31.2ul) -

Agua X para 31.2
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Nookow

11.

12.
13.
14.

15.
16.

Mezclar con vortex

Calentar muestras durante 5-10 min a 95°C en thermoblock (para desnaturalizar)
Mezclar con vortex

Diluir buffer de corrida MOPS a 1x con agua. Stock esta a 20x en un litro de agua.
Sacar gel 4-12% Bis-Tris Gel del paquete cuidando de no escurrir. HACERLO EN
TARJA.

NOTA: La seleccion del gel se realiza de acuerdo al buffer de corrida y el
corrimiento de la proteina a evaluar.

Bis es un agente que favorece el cross-linking en el gel

Quitar plastico inferior del gel

Poner buffer MOPS1x en la camara

. Colocar gel en la camara.

NOTA: S| SE TRABAJAN DOS GELES, EL GEL DE ATRAS VA EN
SENTIDO CONTRARIO AL GEL DE ENFRETE (NOMBRE EN SENTIDO
CONTRARIO)

Retirar con cuidado los peines. NO MOVER DE FORMA LATERAL SOLO JALAR

HACIA ARRIBA

Limpiar pozos y buffer

Poner 500ul de antioxidante en medio

Cargar muestras : 10ul de escalera y 48ul de muestra. Entre cada proteina a

evaluar poner escalera.

Correr a 90v por 30 min para permitir llegue a stock (aprox. 1/3 del gel)

Correr a 120v hasta que casi se salga el colorante.

Transferencia- Membrana

1.
2.
3

s

i N

12

13.

14.

Cortar membrana 8 de alto por 7 de ancho

Cortar dos papeles filtro por gel de 8 de alto por 7 de ancho
Preparar soluciéon de transferencia.

HACERLO EN CAMPANA

700ml de agua
100ml de tris glicina 10x
200ml metanol

Activar la membrana 1 min en metanol (solo parte blanca) y enjuagar 1 min con
agua 3 veces en agitacion.

Poner el gel en buffer de transferencia frio.

Colocar aditamentos para camara de transferencia

Poner aprox. 5min membrana y papel filtro en solucién de transferencia.

Sacar gel y despegar cartuchos con espatula

Cortar zona de peine y zona inferior del gel con espatula

. Mojar espatula y dedos para separar el gel y transferirlo a caja con solucion de

transferencia.

. Permitir atemperar al gel durante 3-5 minutos en buffer de transferencia frio.
. Colocar aditamento en el siguiente orden: NEGRO -> esponja -> filtro -> gel ->

membrana -> filtro -> esponja.

Pasar pipeta para evitar burbujas en una sola direccién al poner membrana y
segundo papel filtro.

Poner negro con negro
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15. Correr en frio a 350mA por 1 0 2 hrs 0 a 24 volts toda la noche a 4°C.

Solucion de blogueo

1. Preparar 50ml solucién de bloqueo
Diluir TBS de 10x a 1x para un total de 50ul: 5ml de TBX10x mas 45ml de
agua
Leche 5%: Pesar 2.5g de leche
0.1% Tween en TBS 1x: 5ul de tween

PASO OPCIONAL: Tinciéon con Ponceo

1. Verter aprox. 40ml de tinciéon de Ponceo e incubar 1 min en movimiento
2. Verificar tincién y bandas
3. Lavar 2 veces con agua

Bloqueo

1.
2.
3.

Incubar 1hr en agitacion en shaker suave

Preparar 1It de TBS + 0.1% de tween: 1lt de TBS1x + 1ml de tween

Quitar soluciéon de bloqueo y lavar con tbs + 0.1% de tween 2 veces por 3 min en
shaker fuerte

Anticuerpo primario

- Nota: 1% es 1g de leche en 100ml, para 3% es 1.5g en 50ml

Incubar anticuerpo de control de carga. Si no hay dilucion el stock esta en refri de -
20°C ( Diluir stock 10ul de anticuerpo en 10ml de tbs + leche 3%).

- NOTA: CUIDADO DE QUE NO SE SOBRELAPEN POR PESO MOLECULAR LAS
PROTEINAS evaluadas y las de control de carga .

a. B Actina 60kDa
b. GAPDH
c. Vinculina 110kDa

NOTA: Sl EL ANTICUERPO PARA CONTROL DE CARGA ESTA PEROXIDADO NO SE
DEBE INCUBAR CON ANTICUERPO SECUNDARIO Y SE PUEDE INCUBRA 1HR EN
LUGAR DE TODA LA NOCHE

1.

W

Diluir anticuerpo primario en leche 3% con TBS1x + 0.1% Tween. Nota: en caso de
que se vean bandas inespecificas se puede intentar corregir con leche al 5%.
Preparar 10 ml minimo 8mi

Si se evaluan distintas proteinas o concentraciones se debe cortar el gel
comenzando por el marcador, poniendo muesca en la esquina inferior izquierda y
poner en distintas cajas.

Incubar toda la noche a 4°C en shaker suave (37).

Lavar 4 veces durante 5 min con TBS1x +0.1% de tween en agitacién fuerte parar
remover residuos de anticuerpo primario
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Anticuerpo secundario. No tocar membrana con los dedos

Incluir control del control de carga

NOTA: Sl EL ANTICUERPO PARA CONTROL DE CARGA ESTA PEROXIDADO NO SE
DEBE INCUBAR CON ANTICUERPO SECUNDARIO Y SE PUEDE INCUBRA 1HR EN
LUGAR DE TODA LA NOCHE

1.

hwn

Diluir 1:5000 anticuerpo secundario en 3% leche en TBS1x +0.1% tween.
5000mml/8ml= 625 1000mI|/625=1.6

Poner 8ml de 3% leche en TBS1x +0.1% tween y 1.6ul de anticuerpo secundario.
NOTA: TENER CUIDADO DE QUE SEA ANTI RATON O ANTI CONEJO de
acuerdo a lo que se este empleando.

Incubar los 8ml + anticuerpo por 1hr a TA en shaker ligero

Lavar 3 veces con TBS1x+0.1% tween

Lavar 2 veces con TBS1x

Enhancer

1. Pegar plastico en mesa

2. Preparar solucion enhancer 3ml por membrana
Enhancer solution 1.5ml
Peroxide solution 1.5ml

Incubar 1 min en solucion enhancer

Retirar solucion escurriendo la membrana

Colocarla en caja de radiografia. Acomodar de acuerdo a la escalera y corte
del pedazo del endégeno.

ok w
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Protocolo Migrasion
Transwell:6.5mm Transwell® with 8.0um Pore Polyester Membrane Insert, Sterile
(Product #3464)

Dia 1

Dia 2

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Sembrar 200 000 células por pozo en placa de 6

Transfectar miRNA

Colectar y cuantificar las células en 1ml de medio SIN suero

Depositar 700ul de medio suplementado con suero al 10% en la camara inferior
del transwell

Depositar volumen con 100 000 células en la camara superior del transwell
Completar el volumen superior a 500ul de medio sin suero

Sembrar la misma cantidad de volumen sembrada en transwell en placa de 96
como control de siembra. Recolectar a las 6 hrs de haber se sembrado y tefiir con
SRB

Incubar toda la noche a 37°C

Limpiar transwells con PBS

Fijar células con alcohol 100% incubando al menos 1hr a -20°C

Lavar con PBS

Tefiir con SRB por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad

Lavar exceso de colorante con acido acético al 1%

Con un hisopo lavar zona superior del transwell retirando colorante de esa zona
Tomar fotografias abarcando 4 campos evitando las orillas

Disolver en 300ul de Tris 10mM durante 15 min y leer placa a 570nm en
espectofotometro

Protocolo Invasion
Transwell:6.5mm Transwell® with 8.0um Pore Polyester Membrane Insert, Sterile
(Product #3464)

MatrigelBD: Growth Factor Reduced (GFR) Matrigel Invasion Chambers in two 24-well

plates,

Dia

1
1
2.
3.
4
5

© N

Dia 2

10.

11

8.0 um 354483

Sembrar 200 000 células por pozo en placa de 6

Transfectar miRNA

Colectar y cuantificar las células en 1ml de medio SIN suero

Hacer coating con 50ul de matrigel diluido 1:10

Depositar 700ul de medio suplementado con suero al 10% en la camara inferior
del transwell

Depositar volumen con 100 000 células en la camara superior del transwell
Completar el volumen superior a 500ul de medio sin suero

Sembrar la misma cantidad de volumen sembrada en transwell en placa de 96
como control de siembra. Recolectar a las 6 hrs de haber se sembrado y tefiir con
SRB

Incubar toda la noche a 37°C

Limpiar transwells con PBS

. Fijar células con alcohol 100% incubando al menos 1hr a -20°C
12.
13.

Lavar con PBS
Tefiir con SRB por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad
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14. Lavar exceso de colorante con acido acético al 1%

15. Con un hisopo lavar zona superior del transwell retirando colorante de esa zona

16. Tomar fotografias abarcando 4 campos evitando las orillas

17. Disolver en 300ul de Tris 10mM durante 15 min y leer placa a 570nm en
espectofotometro
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