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RESUMEN

Antecedentes: La radioterapia es uno de los tratamientos mas utilizados en el
cancer, sin embargo, un namero importante de pacientes desarrollan resistencia a
este tratamiento, la cual se relaciona con modificaciones gendémicas en las células
tumorales. Los microRNAs (miRNAs) son reguladores de diversas funciones
celulares y las alteraciones en su expresion y funcidon son un evento comun en el
cancer que se ha relacionado con la respuesta a diferentes terapias. Por lo que, la
determinacion de perfiles de expresion de miRNAs relacionados con la
radioresistencia, es importante para detectar posibles marcadores moleculares
asociados a la resistencia a la radioterapia en cancer de mama.

Resultados: Se establecio un modelo de radioresistencia in vitro utilizando las
lineas celulares de cancer de mama MDA MB 231 y MCF-7. Se identificaron 21
miRNAs que modulan su expresion en las células MCF-7 radioresistentes, y por
medio de un andlisis in silico, se identificaron 16 miRNAs que podrian regular
genes relacionados con procesos bioldgicos asociados con la resistencia a la
radiacion como la reparacion de DNA, apoptosis, ciclo celular, transcripcion,
migracion y proliferacion.

Conclusiones: La expresion de al menos 21 miRNAs esta modificada en células
de cancer de mama resistentes a la radiacion, lo cual siguiere que las
modificaciones en la expresién de los miRNAs podria ser un mecanismo de
regulacion de la expresién de genes que participan en la resistencia adquirida a la
radioterapia en cancer de mama.

ABSTRACT

Background: Radiotherapy is one of the most common treatments in cancer,
however, an important number of patients develop resistance to this treatment,
which has been related with genomic modifications in the tumour cells. MiRNAs
regulates different cellular functions and alterations in its expression and function
are a common event in cancer and it has been related with the response of
different treatments. Then, the determination of mIRNAs expression profile in
relation with radioresistance is an importante step to identify molecular markers
that could be associated with radiotherapy resistance in breast cancer.

Results: We established an in vitro resistance model using MDA-MB231 and
MCF-7 breast cancer cell lines. We identified 21 miRNAs whose expression is
modulated in MCF-7 radioresistant cells. By in silico analysis, we identified 16
MiRNAs that could regulate genes that are related to biological process associated
with the radiation resistance such as DNA repair, apoptosis, cell cycle,
transcription, migration and proliferation.

Conclusion: The expression of at least 21 miRNAs is modified in radioresistant
breast cancer cells, which suggests that modifications in miRNAs expression could
be a mechanism of the regulation of genes that participate in the adquired
radioresistance in breast cancer.
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I. INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es una de las enfermedades mas devastadoras
en el mundo debido a que no existe aln una cura o prevencion efectiva que pueda
disminuir los altos niveles de mortalidad. EI CM representa un problema alarmante
de salud en nuestro pais, con una tendencia a seguir aumentando. La mortalidad
por CM supera a la del cancer de cérvix como principal causa de muerte por
tumores malignos en México; asimismo, se ha colocado como la segunda causa
de muerte en mujeres de 30 a 54 afios. En la Ciudad de México hay 1.7 millones
de mujeres mayores de 35 afos, es decir, en riesgo para CM. De manera
inquietante, se ha estimado que cada dos horas muere una mujer por CM en
Meéxico (Knaul et al 2009). EI numero elevado de muertes atribuidas a esta
enfermedad es debido a que no existe una deteccion temprana, por lo cual es
necesario ampliar el conocimiento de los procesos moleculares que modulan el
desarrollo de la neoplasia. Estos datos también se deben a la falta de respuesta
de las pacientes a los tratamientos, lo que muestra la necesidad de conocer los
mecanismos moleculares de la resistencia a los tratamientos con la finalidad de

implementar terapias mas efectivas.

La radioterapia constituye una de las tres principales modalidades utilizadas
en el tratamiento del cancer e involucra la aplicacion de rayos X, gamma o
particulas atbmicas de alta energia. Afecta a las células cancerosas que se estan
multiplicando rapidamente, mucho mas de lo que afecta al resto de las células
normales y tiene como aplicaciones principales el tratamiento del tumor primario,
la reduccién del tamafio del tumor antes de la cirugia, la eliminacion de las células
cancerosas después de la cirugia y el tratamiento del cancer metastasico (Kurtz et
al 2000). El 40-60% de los pacientes con cancer de mama reciben radioterapia,
sin embargo, la efectividad clinica del tratamiento difiere entre tumores
individuales aun del mismo origen histolégico. Particularmente, un nudmero

importante de pacientes desarrollan resistencia clinica a la radiacién, por lo que la
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respuesta adaptativa de los tumores continla siendo un grave problema en la

terapia del cancer.

Los microRNAs (miRNASs) son reguladores de diversas funciones celulares.
La expresion de los miRNAs esta altamente regulada en los tejidos sanos, pero la
desregulacion de su expresion ha sido descrita como un evento comun en cancer
(Erson et al 2009). Particularmente, su expresion se modifica por agentes que
dafian al DNA como la radiacién o los farmacos quimioterapéuticos. La funcion de
los miRNAs en las vias de respuesta al dafio del DNA en cancer aun no ha sido
caracterizada, sin embargo algunos miRNAs pueden modular la respuesta a la
terapia citotdxica a través de la regulacion de genes que participan en la respuesta
al dafio al DNA (Weidhaas et al 2007).

Actualmente no se han determinado los perfiles de expresion de miRNAs en
células tumorales de mama radioresistentes. La obtencidon de un perfil de
expresion en MmiRNAs en modelos de radioresistencia representa un enfoque
novedoso para encontrar marcadores moleculares de respuesta a radioterapia. La
falta de conocimiento con respecto a marcadores moleculares de respuesta a la
radioterapia ha permitido el manejo inadecuado de algunos tipos de tumores, por
lo que la identificacion de nuevos marcadores asociados con la resistencia a la
radioterapia es uno de los objetivos primordiales de la investigacion oncogendémica
(Heneghan et al 2010).
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ll. MARCO TEORICO

1. CANCER DE MAMA

1.1 Antecedentes

El cancer de mama (CM) o carcinoma de mama, es una neoplasia maligna
gue tiene su origen en la proliferacion acelerada e incontrolada de células en el

tejido mamario (Robbins et al 2009).

Las glandulas mamarias son 6érganos caracteristicos de los mamiferos
encargados de producir leche. Son glandulas exocrinas formadas por lobulillos
gue se agrupan formando l6bulos, donde se produce la leche que es transportada

al pezon a través de ductos.

El pezon por donde emerge la leche se encuentra rodeado por una areola
y por debajo de la epidermis y rodeando a la glandula hay tejido de sostén
constituido por tejido adiposo y conectivo fibroso (Figura 1). En un 80 % de los
casos de CM las neoplasias son ductales vy el resto corresponde a tumores
lobulillares (Avello et al 2002).

La transformacion de las células epiteliales de la mama para dar lugar
finalmente al CM metastasico se da por una amalgama de cambios genéticos,
epigenéticos e interacciones aberrantes dentro del microambiente. Durante este
proceso con multiples etapas, se desregula el control de la proliferaciéon, la
supervivencia, la diferenciacion y la migracion celular, dandose interacciones
aberrantes entre las células tumorales y las células del estroma que facilitan este

proceso (Fattaneh et al 2003).
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El CM puede iniciar como una lesion pre-maligna conocida como
hiperplasia atipica ductal (HAD) donde se encuentran células intraluminares
anormales. Se piensa que las lesiones HAD son precursoras del carcinoma ductal
in situ (CDIS), que son lesiones no invasivas que contienen células anormales
proliferando dentro del ducto. En cada una de las etapas del desarrollo de CM, el
riesgo de desarrollo maligno o CM invasivo (CMI) aumenta. El CDIS puede dar
lugar al CMI, pero no esta claro cémo predecir cual va a ser la progresion de las
lesiones. Una vez que las células han invadido otros tejidos, el riesgo de
desarrollar metastasis aumenta significativamente, generando tumores en otros
organos no adyacentes. Para formar metastasis, las células deben atravesar la
membrana basal, entrar en la vasculatura (intravasarse), sobrevivir a la falta de
adherencia, extravasarse y establecer un nuevo tumor en un microambiente
extrafio. Los ganglios linfaticos son el principal sitio de metastasis del CM
(Fattaneh et al 2003).

13



Costill

Musculo Tejido adiposo
i Estroma

Tejido

conectivo

Lobulillo

Figura 1. Estructura de la glandula mamaria. Tomada y modificada de Ali et al (2002)
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1.1.2 Clasificacion del CM

El cancer de mama ha sido clasificado en base a diferentes parametros los
cudles toman en cuenta la estadificacion, histopatologia y la presencia de

receptores.

El sistema de estadificacion TNM para el cancer de mama se basa en el
tamafio del tumor (T), su diseminacion a los ganglios linfaticos en las axilas (N), y
la presencia de metéastasis (M). Los tumores de mayor tamafio, de propagacion
nodal y metéastasicos tienen un mayor namero de grado en el estadio y un peor

pronostico (Fattaneh et al 2003).

La estadificacion principal incluye:Estadio cero: es una enfermedad pre-
maligna o con marcadores positivos (a veces llamada CDIS: carcinoma
ductal 'in situ’).

e Los estadios I-lll se definen como los inicios del cancer y potencialmente
curables.

e« EI estadio IV se define como cancer en etapa avanzada y/o cancer
metastasico porque el cancer se disemind hasta otros 6rganos del cuerpo,
con mayor frecuencia hasta los huesos, los pulmones, el higado o el
cerebro y se considera incurable.

Con respecto a la clasificacion histopatolégica, esta se basa en la localizacion
del tumor en la glandula mamaria. La mayoria de los tipos de cancer de mama
derivan de la unidad ducto-lobulillar (Ali et al 2002). EI término carcinoma in situ se
refiere al tipo de cancer que se encuentra en los ductos o los lobulillos
glandulares, sin invadir los tejidos adyacentes. Por su parte, el carcinoma invasivo
prolifera en demasia hasta romper la membrana basal e infiltrandose a los tejidos
que rodean a los ductos y lobulilos mamarios, penetrando asi el tejido

circundante.
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Y por ultimo, se encuentra la clasificacion basada en la expresion de los
receptores hormonales y de crecimiento epidermal. Estos receptores son el
receptor de estrégeno (ER), receptor de progesterona (PR) y HER2/neu. Estos
tres receptores pueden afectar a las células del cancer de mama aumentando la
capacidad de proliferar de éstas. A las células que expresan alguno de estos
receptores se les coloca una signo positivo para el receptor correspondiente y un
signo negativo si esta ausente: ER+ (positivo), ER- (negativo), PR+ (positivo), PR-
(negativo), HER2+ (positivo) y HER2- (negativo). Aquellas células que no
expresan ninguno de estos receptores se denominan basales o triple negativo.
Muchos tipos de CM son sensibles a los estroégenos, lo cual significa que el
estrogeno hace que el tumor crezca. Este tipo de cancer se denomina cancer
positivo para receptores de estrégenos o cancer positivo para ER (Zepeda-Castilla
et al 2008).

Aproximadamente el 30% de las pacientes con cancer de mama tienen lo que
se conoce como cancer de mama triple positivo (ER+, PR+ y HER2+), el 50%
corresponde al tipo Luminal A (ER+, PR+ y HER2-), y el 20% corresponde al tipo
basal o triple negativo (ER-, PR-, HER2-).

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Cifras a nivel mundial

A nivel mundial, el CM es el cancer mas comun entre las mujeres,
registrandose 411,000 muertes al afio a causa de esta enfermedad. Este es el
cancer mas prevalente a nivel mundial: en los ultimos cinco afios hay 4.4 millones
de mujeres que viven con la enfermedad. Para el 2012 se proyectaban 1.5

millones de nuevos casos (Jemal et al 2010).

El CM corresponde al 10.5% de todos los nuevos casos de tipos de céncer,

siendo el de pulmén el que registra mas casos (Boyle et al 2008; Beaulieu et al
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2009). El 45% de los casos, asi como la mayoria de las muertes por CM, se
registran en los paises en vias de desarrollo, y se estima un aumento en las
proporciones tanto de casos como de muertes (Boyle et al 2008; Porter et al
2008).

La mortalidad por cancer mamario se concentra en los paises en vias de
desarrollo debido, en gran medida, a la falta de acceso a la deteccion temprana y
al tratamiento, y muestra una relacion clara con el nivel de desarrollo del pais. La
letalidad medida como la razén de mortalidad y nuevos casos (entre mujeres) es
del 56%, 44% y 39% entre los paises de ingresos bajos, medio-bajo y medio-alto,
respectivamente; comparado con el 24% observado en los paises de ingresos
altos (Beaulieu et al 2009).

Debido a las muertes tempranas por CM, la Organizacion Mundial de la
Salud ha estimado que los afios de vida perdidos (AVISA) por CM son alrededor
de 600,000 en la region de Latinoamérica, cifra tres veces mayor que los AVISA
por cancer pulmonar. En ausencia de intervenciones efectivas en los sistemas de
salud para la deteccion y control del cancer mamario la cifra aumentara a 900,000
AVISA por CM en el 2020 (Murray et al 1996).

1.2.2 Cifras en México

En México, 12 mujeres mueren diariamente a causa de CM, lo cual
representa, aproximadamente, una tercera parte de las pacientes diagnosticadas
con este tumor maligno. La tendencia observada en la mortalidad de esta
enfermedad muestra incrementos constantes; basta mencionar que en el periodo
de 1980 a 2005 se registr6 un total de 67,854 defunciones por CM, con un
aumento estimado anual del 3.6% en los ultimos 18 afios (Franco et al 2009).
Adicionalmente, a partir de 2006 el CM es la segunda causa de muerte general en
mujeres de 30 a 54 afos y la primera por cancer, desplazando al cancer cérvico-
uterino (CCU) (Figura 2).
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La supervivencia de las paceintes con cancer mamario es inversamente
proporcional al estadio del tumor (i.e., a mayor estadio, menor supervivencia). Las
mujeres con tumores diagnosticados in situ tienen una supervivencia mayor al
95% durante los préximos cinco afios, en contraste con 27% para las mujeres

diagnosticadas en estadios Il y IV, que presentan metastasis distales.

La evidencia sobre México sugiere que la deteccién tardia sigue siendo la
norma y no la excepcion, en contraste, por ejemplo, con la situacién en los
Estados Unidos, donde aproximadamente el 60% de los canceres mamarios son
diagnosticados en estadio | (en México la cifra se estima menor al 10%). De
hecho, entre 40 y 50% de los casos se presentan en estadios Ill y IV y se ve poca
mejoria en estos porcentajes desde principios de los afios noventa (Knaul et al
2009).
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18 Mortalidad por CM y CCU en México
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Figura 2. Mortalidad por cancer mamario (CM) y cérvico-uterino (CCU) en México de 1955 a 2007
(Tasa por 100 mil mujeres, ajustado por edad).Tomada y modificada de Knaul et al (2008 y 2009), con base
en datos de la OMS (1955-1979) y la Secretaria de Salud (1978-2002).

19



1.3 Marcadores moleculares asociados al desarrollo de CM

Se han descrito diversos marcadores moleculares asociados al desarrollo
de CM como la presencia de receptores hormonales y algunos de proliferacion
celular como HER 2/neu, p53, nm23, Bcl-2 (Lage et al 1983; Schaefer et al 1984;
Young et al 1984). Estos factores se han encontrado desregulados en diferentes
tipos de cancer. Por ejemplo, HER2 el cual pertenece a la familia de los receptores
de factor de crecimiento epidermal (EGFR), teniendo un papel muy importante en
la proliferacion celular (Olayioye et al 2001). Aunque se ha encontrado HER2
sobreexpresado en diferentes tipos de cancer, en CM se sobre-expresa en un
30% de los pacientes (Ning et al 2009).

Por otro lado, p53 se ha identificado como una importante proteina que
actia como guardian del genoma (Lane et al 1992). Es un gen supresor de tumor
gue mantiene la integridad gendmica después de un estrés celular actuando como
un factor de transcripcion de una serie de genes que estan involucrados en
mecanismos como apoptosis o arresto del ciclo celular seguido de reparacion,
para prevenir la propagacion del dafio del DNA (Ponten et al 2001). Mutaciones en
p53 son encontradas en 20-40% de los carcinomas de mama (Borresen et al
2003; Olivier et al 2006).

La siguiente variante mas relacionada con CM se halla en la regién 16q12,
en un bloque de desequilibrio de ligamiento que contiene al gen TNRC9 y cuya
expresion puede predecir la capacidad metastasica de los tumores primarios a
hueso (Smid et al 2006). La sefial en 5p12 se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con el gen MRPS30, que codifica para una proteina de ribosomas
mitocondriales que interviene en el proceso de apoptosis. Por otro lado, la variante
situada en 511 se halla en el bloque de desequilibrio de ligamiento donde se
localizan tres genes; el MAP3K1 es el candidato mas interesante, ya que codifica
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a una cinasa activada por mitdgenos que interviene en el control de sefalizacién

celular.

En cuanto al locus 2933, la region incluye el gen CASP8, participante en la
apoptosis, aungue el blogue de desequilibrio de ligamiento también incluye a otros

genes cuya funcion no se ha determinado en el cancer.

La asociacion con variantes en 8g24 se localiza en una region muy
interesante, ya que diversos estudios la han encontrado vinculada con el cancer
de préstata (Gudmundsson et al 2007), colon (Tomlinson 2007) y vejiga
(Kiemeney 2008). A pesar de la cercania con el oncogén C-MYC, las bases
moleculares que explican como estas variaciones afectan la carcinogénesis

todavia se desconocen.

Todos estos marcadores moleculares se han identificado y correlacionado

con el riesgo y la frecuencia del desarrollo del CM (tabla 1).

Tabla 1. Factores genéticos de predisposicion a CM

Penetrancia Gen/Locus Riesgo relativo Frecuencia de Metodologia
portadores
BRCA1 0.1% Ligamiento
Alta BRCA2 >10
p53 Muy baja Resecuenciacion de
genes candidato
PTEN Muy baja
Incierta STKI 1 2-10 Muy baja Ligamiento
CDH1 Muy baja
ATM 0.4%
Intermedia CHEK2 2-3 0.4% Resecuenciacion de
BRIP1 0.1% genes candidato
PALB2 2-4 Muy baja
10g26,16q12,2935,
Baja 8024,5p12 1.08-1.26 24-50% Asociacion de genoma
11p15,5qg11 1.07-1.13 28-30% completo
2033 1.13 0.87%

Tomada y modificada de Hidalgo et al (2009).
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1.4Tratamiento del cAncer de mama

El tratamiento del CM es multidisciplinario, es decir precisa la combinacion
de diversas modalidades o disciplinas terapéuticas para conseguir un control
eficaz de la enfermedad. Las modalidades terapéuticas contra el CM son la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia y la terapia hormonal. Las dos primeras
actuan a nivel local, es decir sobre la enfermedad en la mama y los ganglios
linfaticos y constituyen el tratamiento de eleccién en la enfermedad localizada no
metastasica. Las restantes actlan tanto a nivel local, como general de todo el
organismo, en lo que se denomina tratamiento sistémico, y se utilizan de forma
complementaria al tratamiento local con cirugia y/o radioterapia o como
tratamiento de primera eleccion en la enfermedad metastasica o diseminada
(Harrison et al 2006).

1.4.1 Cirugia

La cirugia tiene como finalidad extirpar el tumor en su totalidad a nivel local,
es decir a nivel de la mama y de los ganglios linfaticos. El primer tratamiento
quirtrgico eficaz fue la mastectomia asociada a la extirpacion de los ganglios
linfaticos axilares. En el Ultimo cuarto de siglo XX se comenzé a considerar la
posibilidad de tratar localmente la enfermedad mamaria extirpando solo la parte de
la glandula en la que se habia desarrollado el tumor, dando lugar al concepto de
cirugia conservadora de la mama también denominada tumorectomia o

lumpectomia (Nattinger et al 2005).

1.4.2 Quimioterapia

Es el tratamiento con medicamentos que matan a las células cancerosas.
Se administran por via intravenosa o via oral, y viajan a través del torrente
sanguineo hasta alcanzar las células cancerosas en la mayoria de las partes del

cuerpo (Citron et al 2003).
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Las modalidades de aplicacion de la quimioterapia en los pacientes con CM

pueden ser las siguientes:

a) Quimioterapia adyuvante

La quimioterapia adyuvante es la que se administra después de la cirugia.
Su indicacion depende de los factores pronéstico clasicos que son la edad, el
tamafio tumoral, la afectacién ganglionar axilar, el grado de diferenciacion celular
(grado histoldgico) y la expresidon de los receptores hormonales. Si los ganglios
axilares son negativos de infiltracién tumoral, las pacientes se clasifican en bajo y
medio-alto riesgo. Las de bajo riesgo (receptores hormonales positivos, tumores
menores de 2 cm, grado medio-alto | histolégico y mayores de 35 afios) no son
susceptibles de quimioterapia adyuvante. Las de riesgo medio-alto (receptores
hormonales negativos o receptores hormonales positivos pero con grado II-llI
histologico y tumores mayores de 2 cm), se benefician de la quimioterapia
adyuvante. Algunos de los farmacos mas utilizados son el Cis-platino el cual se
une al DNA de las células cancerosas provocando la muerte celular por apoptosis,
el Docetaxel que es un agente que inhibe el crecimiento de los microtubulos, y la
Doxorrubicina el cuél es un farmaco que se intercala en el DNA de las células

cancerosas provocando la muerte celular (Clarke et al 2005).

b) Quimioterapia neoadyuvante

Es la quimioterapia que se administra antes de la cirugia. Esté indicada en
los canceres de mama localmente avanzados y en aquellos que midan mas de 3
cm o que tengan adenopatias axilares. Se suele utilizar adriamicina y taxanos. La
intencion de la neoadyuvancia es principalmente la disminucién del tamafio
tumoral para practicar una cirugia conservadora (lumpectomia en lugar de
mastectomia) y la valoracion de la respuesta a la quimioterapia para posteriores

tratamientos (Joensuu et al 2006).
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1.4.3 Terapia hormonal

La terapia hormonal es otra forma de terapia sistémica. Se utiliza mas como
una terapia adyuvante para reducir el riesgo de la recurrencia del cdncer después
de la cirugia, pero también se utiliza como tratamiento neoadyuvante. Es muy
utilizada en el tratamiento contra el cancer que es recurrente después de ser

tratado o que es invasivo.

Esta terapia se basa en la presencia de receptores de estrégeno (ER) y
progesterona (PR). Al ser el CM positivo para cualquiera de estos dos receptores,
se puede administrar medicamentos que sean bloqueadores hormonales, como el
Tamoxifeno, que disminuye la velocidad del crecimiento del cancer bloqueando a

los receptores de estrégeno (Zepeda-Castilla et al 2008).

Otro receptor involucrado en esta terapia es el receptor de factor de
crecimiento epidermal HERZ2, el cual regula el crecimiento y proliferaciéon de las
células. Se ha observado que en CM esta sobre-expresado en el 30% de los
casos. Estimula al tumor a crecer con mayor rapidez y por lo tanto dificulta el

tratamiento en estos pacientes (Zepeda-Castilla et al 2008)

En base a la presencia de estos tres receptores, se puede aplicar diferentes
tratamientos (Brenton et al 2005):
- ER+ y PR+, pero HER2- (Luminal): pueden darse diferentes
tratamientos como tamoxifeno, anastrozol y letrozol.
- ER+, PR+ y HER2+ (HER2/neu, Triple positivo): se utiliza el tamoxifeno
y/o trastuzumab, el cual es un anticuerpo monoclonal que tiene como

blanco a HERZ2 , inhibiendo su funcion.

1.4.4 Radioterapia

La radioterapia es muy utilizada para el tratamiento del CM. Esta involucra

la aplicacion de rayos X, gamma o particulas atdbmicas de alta energia. Afecta a
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las células cancerosas que se estan multiplicando rapidamente, mucho mas de lo
gue afecta al resto de las células normales. Tiene como aplicaciones principales el
tratamiento del tumor primario, la reduccion del tamafio del tumor antes de la
cirugia, la eliminacion las células cancerosas después de la cirugia y el

tratamiento del cancer metastasico (Kurtz et al 2000).

Los cambios biolégicos que se dan como consecuencia de la radiacion
ionizante dependen de la energia y del tiempo de exposicion a la radiaciéon, pero
también son importantes factores bioldégicos como el ciclo celular, la eficiencia en

los procesos de reparacion del DNA y la muerte celular.

Cuando las células son expuestas a la radiacion ionizante primero ocurren
los efectos fisicos estdndares entre la radiacion y los atomos y las moléculas de
las células, y posteriormente se genera el posible dafio biolégico en las funciones
celulares. Los efectos biolégicos de la radiacion resultan principalmente del dafio
en el DNA, él cual es el blanco principal dentro de la célula. Sin embargo, existen
otros blancos celulares que cuando se dafian pueden conducir a la muerte celular.
Cuando las células son expuestas a radiacion ionizante, el dafio a la célula puede
ocurrir en forma directa o indirecta (Suntharalingam et al 2005) (Figura 3). En la
accion directa, la radiacion interactia directamente con los blancos celulares
(como el DNA), es decir, los atomos del blanco celular pueden ser ionizados o
excitados conduciendo a una cadena de eventos quimicos Y fisicos que a la larga
produciran dafio biolégico (Joensuu et al 1999). La accién directa es el proceso
dominante en la interaccion de particulas con alto LET (Transferencia de energia
lineal) con la materia biolégica, generando el rompimiento de la doble cadena de

DNA y provocando la muerte celular.

En la accion indirecta la radiacion interactia con otras moléculas o atomos,
principalmente con el agua, ya que representa el 80% del contenido celular.
Durante esta accion se producen radicales libres que difunden rapidamente y
pueden dafar a los blancos celulares. Los radicales libres como el H,O™ (ién del
agua) y el OH son de muy corta duracién y por lo tanto extremadamente reactivos.
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Debido a que solo presentan un electron de valencia, pueden romper enlaces
guimicos y producir cambios quimicos que conducen al dafio biolégico. Cerca de
dos tercios del dafio biolégico producido por radiaciéon con bajo LET como son los
rayos X, la radiacion vy y los electrones rapidos son debidos a la accion indirecta.
La accidon indirecta puede ser modificada por sensibilizadores quimicos o

protectores de radiacion (Riley 1999).

Por lo tanto, la radioterapia puede inducir dafio directo al DNA, produciendo
rompimientos de la cadena sencilla y doble que ocasionan alteraciones genéticas,
re-arreglos cromosomico y muerte celular. También puede modificar la expresion
de enzimas antioxidantes y generar radicales libres, los cuales representan la
fuente de especies reactivas de oxigeno (ROS), que dafian el DNA, RNA, lipidos y

proteinas, ocasionando graves efectos citotoxicos (Schmidt-Ulrich et al 2000).
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Figura 3. Representacion esquematica de las lesiones directas e indirectas al DNA inducidas por la radiacion.
Tomado de Pouget et al (2001).
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1.5 Radioterapia y radioresistencia en Cancer de mama.

1.5.1 Mecanismos moleculares en respuesta a la radioterapia

La radioterapia es muy utilizada en la clinica como una modalidad esencial
contra el cancer. Particularmente este tratamiento se utiliza en el 40-60% de los
pacientes con CM. Evidencias sugieren que la radiacion induce inestabilidad
gendmica, causa resistencia adaptativa e induce una respuesta apoptotica (Kazi et
al 2006).

La respuesta celular a la radiacion incluye la reparacion del DNA, arresto
del ciclo celular y apoptosis. Es regulada por nimeros genes, como ataxia-
telangiectasia mutada (ATM), la proteina supresora de tumor p53 y todos sus
blancos, y los genes relacionados con el chequeo del dafio al DNA incluyendo
cinasas ciclin-dependientes (CDKSs) y la familia de las proteinas CDC25 (Barlow et
al 1997; Canman et al 1998; lliakis et al 2003; Can et al 2007).

La primers respuesta celular a la radiacién es el reconocimiento de las
lesiones en el DNA por los puntos de chequeo del dafio de éste, que dirige a la
reparacion del mismo, arrestando el ciclo celular en las fase G1, G2 y M, y
disminuyendo también la fase S (Li et al 2001). Todos estos puntos de chequeo en
respuesta al dafiado generado por la radiacion, conllevan a la transduccion de
sefales que comprenden proteinas cinasas y componentes efectores que tienen
como blanco a moléculas de la maquinaria del ciclo celular (Li et al 2001). Uno de
los principales efectores es la Ataxia telangiectasia mutada (ATM), la cual esta
involucrada en crecimiento anormal y radiosensibilidad. La ATM cinasa es un
miembro de la familia de las fosfatotidilinositos 3-cinasas (PI3K). Se ha identificado
gue la ATM cinasa es un componente principal de la via de chequeo el dafio al
DNA, ya que se ha visto que después de una exposicidén a radiacion ionizante, la

ATM cinasa es activada inmediatamente, lo que resulta en la fosforilacion de
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proteinas involucradas en la reparacion del DNA, apoptosis y arresto del ciclo
celular. Una de estas proteinas es p53, cuya fosforilacion por la ATM cinasa
activada por radiacion activara mecanismos de arresto del ciclo celular y apoptosis
(Marchetti et al 2003).

BRCAL, un gen supresor de tumor que juega un papel importante en la
reparacion del dafio al DNA. Se ha demostrado que BRCA1 también es fosforilado
por la ATM cinasa en respuesta al dafio. Esta fosforilacion es importante para la
funcion de BRCA1, ya que cuando la proteina BRCA-1 esta mutada en sitios de
fosforilacion, no se lleva a cabo la reparaciéon del dafio al DNA causado por la

radiacion.

La sensibilidad de la célula a la radiacién es afectada también por varios
factores incluyendo el rango del crecimiento celular, la ploidia del DNA y la
presencia de inhibidores de la reparacion del DNA o desacetilacion de histonas
(Schwartz 1992; Schwartz et al 1999; Cuneo et al 2007; Kasten-Pisula et al 2007).
Ademas, la actividad de genes como el de la proteina Akt cinasa B (PKB) influye
en la radio-sensibilidad (Brognard et al 2001; Toulany et al 2008).

1.5.2 Mecanismos de radioresistencia

Aunque la radioterapia es utilizada en la mayoria de los pacientes con CM,
del 30 al 40% de los pacientes presenta una resistencia a este tratamiento.
Muchos factores estan involucrados en la resistencia a la radioterapia. Hasta el
momento se han descrito varios factores tanto nucleares como receptores
membranales en CM (figura 4). Estos factores estan relacionados con diferentes
mecanismos como reparacion de DNA, apoptosis, arresto del ciclo celular,

crecimiento celular, sobrevivencia y proliferacion.
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Los factores implicados en la radioresistencia son:

Receptor del factor-1 de crecimiento tipo insulina (IGF-IR): es una tirosin
cinasa que regula el crecimiento celular, diferenciacion, transformacion y
apoptosis. Tambien ha sido implicado en el desarrollo de CM (Peretz et
al 2001). En tumores de mama, los niveles de IGF-IR y su sustrato IRS-
1, estdn elevados y esta caracteristica se ha relacionado con
radioresistencia y recurrencia (Bartucci et al 2001; Turner et al 1997).
Experimentos de de inhibicion de la expresién del RNAm de IGF-IR en
células de melanoma de raton conllevaron al fenotipo de
radiosensibilidad (Macaulay et al 2001). También se reporté una
conexion entre la funcién de ATM vy la expresion de IGF-IR, ya que la
sobrexpresion de ATM resulta en el incremento de la actividad del
promotor de IGF-IR y por lo tanto en los niveles de IGF-IR, convirtiendo
a las células en células radioresistentes, lo que confirma que la
disminucion de la expresion de IGF-IR contribuye a la radiosensibilidad
(Peretz et al 2001)

Fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-3K): esta ruta tiene un papel critico en la
progresion celular promoviendo proliferacion celular e inhibiendo
apoptosis (Shtivelman et al 2003). La Serin/Treonin cinasa (Akt) es
efector clave en la via de PI3K, el cuél da origen a la iniciacion de la fase
S del ciclo celular. Se ha demostrado que la actividad de PI-3K/Akt
contribuye a la resistencia a la radiacion ionizante en células de CM, ya
que al inhibir esta via, se sensibilizan a las células de CM a la

radioterapia (Liang et al 2003).

Factor de crecimiento epidermal (EGF): regula el crecimiento y
proliferacion en células normales. Se ha demostrado que la
administracion de EGF a la linea celular MCF-7 de CM antes de la

irradiacion, aumenta la radioresistencia de las células. Dicho efecto fue
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revertido mediante la adicion de un anticuerpo especifico para el
receptor de EGF (Wollman et al 1994).

Receptor del factor de crecimiento epidermal humano (HER): eegula el
crecimiento y la proliferacién (Earp et al 2003). Su sobrexpresion
correlaciona con la resistencia a radioterapia y otras terapias adyuvantes
(Shtivelman et al 2003; Wollman et al 1994). Por otra parte, la utilizacion
de inhibidores de HER afecta la respuesta celular a la radiacion
ionizante en diferentes formas, induciendo apoptosis, arrestando el ciclo

celular e impidiendo la reparacion del DNA.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF): es un importante
mediador de la proliferacion y sobrevivencia celular endotelial. Varios
estudios experimentales han demostrado la relacion entre el aumento en
la expresion de VEGF y la radioresistencia (Gorski 1999 et al; Gupta et
al 2002; Homer et al 2001). Se ha asociado la poca eficacia en la
respuesta a la radioterapia al hecho de que los tumores son hipéxicos, y
se ha observado que VEGF se sobreexpresa en estas condiciones
(Manders et al 2003). Varios estudios han demostrado el incremento en
la respuesta a radiacién ionizante utilizando agentes anti-angiogénicos y
radioterapia (Marchetti et al 2003).

P53: las mutaciones en este gen localizado en el cromosoma 17p son
las alteraciones mas comunes en el carcinoma primario de mama. P53
esta implicado en multiples procesos como son el control del crecimiento
y apoptosis; ademas, mutaciones en este gen se han asociado con
guimio y radioresistencia (Marchetti et al 2003). EI mecanismo por el
cual se genera radioresistencia cuando p53 estd mutado no es del todo
comprendido, pero se cree que es la pérdida del control del ciclo celular,
reparacion de DNA y apoptosis, lo que contribuye a la resistencia al

tratamiento.
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BRCA1 y BRCA2: son genes de predisposicion a CM que son
responsables del 80-90% del CM hereditario (Thull et al 2001).
Funcionan como genes supresores de tumor y participan en la
reparacion de DNA, especificamente en reparacién excision de un
nucledtido (NER) y recombinacion homologa (HRR). Se ha demostrado
gue la presencias de mutaciones en estos dos genes aumenta la
radiosensibilidad (Xia et al 2001). En otro estudio, se encontré6 una
disminucién en la regulacion de HRR en células con BRCA-2 mutado
(Abbot et al 1999).

Telomeros: son responsables de mantener la estabilidad de los
cromosomas durante el ciclo celular y son importantes en la respuesta
celular al dafio del DNA. En un estudio de la longitud de los telomeros
en células de linfoma murino radioresistentes y radiosensibles usando
hibridacion de fluorescencia in situ (FISH), se demostro que la reduccion
de la longitud de los telomeros esta relacionado con la radiosensibilidad
de las células (Mcllrath et al 2001)

Bcl-2: es un proto-oncogen expresado en tejidos normales y tumorales,
gue promueve la sobrevivencia celular, bloqueando la apoptosis. Se ha
visto que la sobrexpresion de Bcl-2 esta asociada tanto al CM como a la

resistencia a radiacion (Knowlton et al 1998; Provenzano et al 2003).

1.5.3 Expresion diferencial de genes en respuesta a la radioterapia

Muchos estudios han reportado una correlacién entre la expresion genética

y la respuesta a la radioterapia (Lenhert et al 2000; Joki et al 2001) y la
radiosensibilidad in vitro (Rosen et al 1999). La radiacion induce la activacion de
procesos de sefializacion que afectan el patrén de la expresion genética y la

actividad de enzimas especificas. Cambios en la expresién de diferentes genes
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involucrados en el mecanismo de sobrevivencia, apoptosis, proliferacion,
reparacion de DNA, supresores de tumores y crecimiento celular han sidos

previamente descritos (Christos et al 2003).

Uno de los mecanismos moleculares que regulan la expresion de los genes
gue conllevan a las diveras aletraciones asociadas al desarrollo del cancer en

general y del cancer de mama en patrticular, son los miRNAs.

2. MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de 21-25 nucleotidos,
gue regulan la traduccién de mRNAs especificos (Lagos et al 2001). Los miRNAs
dirigen el complejo de silenciamiento a los mRNASs blanco a través de la secuencia
complementaria parcial de la region 3"'UTR, dando como resultado la supresion de

la traduccion de éstos (Gregory et al 2005).

2.1 Biogenésis de miRNAs

El miRNA primario de aproximadamente 1 kb, es inicialmente transcrito por
la RNA polimerasa |l a partir de una regién no codificante o un gen miR. Un pri-
miR regularmente contiene la secuencia de diferentes miRNAS y es caracterizado
por una horquila imperfecta de bases apareadas. Esta horquilla es reconocida por
una RNasa Il nuclear denominada DROSHA, la cual contiene dominios de union
al RNA de doble cadena. DROSHA junto a una proteina denominada DGCR8
corta el pri-miRNA en RNA de doble cadena, formando un RNA de
aproximadamente 70 nucleétidos con una estructura de horquilla y con dos
nucleétidos sin aparearse en la regién 3", denominado pre-miRNA. Una vez
reconocido por la exportina 5 y una Ran-GTPasa, el pre-miRNA es transportado

del nucleo al citoplasma (Figura 5) (Lopez-Camarillo et al 2012).
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En el citoplasma, el pre-miRNA es cortado por una proteina llamada Dicer,
la cual reconoce RNA de doble cadena, generando un miRNA de doble cadena de
aproximadamente 22 nucleotidos (Denli et al 2004). La cadena
termodinAmicamente mas estable, la cuél es generalmente la de 3" a 5, funciona
como un mMIRNA maduro, el cual se va a incorporar a un complejo de
ribonucleoproteinas denominado RISC. Este complejo RISC esta compuesto por
una familia de proteinas llamadas Argonautas (AGO), las cuales van a reconocer
al mRNA blanco que por complementaridad total o parcial, sera reconocido por el
mMiRNA maduro (Yi et al 2003).

En humanos, se han reconocido a cuatro proteinas AGO, las cuales
participan en la regulacién negativa del mRNA, pero solo AGO2 es capaz de cortar
al mRNA blanco. Las cuatro proteinas AGO tienen dominios conservados
caracteristicos, un N terminal, MID (Amino de en medio), PAZ (Zwile Piwi
Argonauta) y PIWI. El dominio PAZ reconoce al miRNA maduro y lo incorpora al
complejo RISC. El dominio PIWI presenta un sitio conservado para la union de la
region 5° del mRNA y actividad de endonucleasa (Orom et al 2008).

Se ha observado que la asociacién del complejo RISC con el miRNA unido
a su mRNA blanco, puede inhibir la traduccion, evitando la union de los ribosomas
al mRNA. Por otro lado, el complejo RISC contiene proteinas reguladoras como
GW182, la cudl es una proteina que interactia con las proteinas AGO, reclutando
al complejo de desadenilacién hacia el duplex de miRNA-mRNA. El complejo de
desadenilacion llamado CCR4-NOT, tiene la capacidad de quitar el la cola de
poli(A) del extremo 3" de los mMRNAs blanco, lo que representa la primera etapa de
la degradacion de los MRNA en los denominados P-bodies en el citoplasma (Place
et al 2008).

En conclusién, los miRNAs regulan la expresién genética por medio de la

degradacion del mRNA y/o la inhibicion de la traduccion.
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Figura 5. Procesamiento y funcion de los miRNAs (tomada y modificada de Lépez-Camarillo et al 2012)
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2.2 Regulacién de la expresion genética

Como reguladores de la traducciéon de los mRNA vy la expresion de genes,
los mIRNAs estan involucrados en muchos procesos bioldgicos, incluyendo el
tiempo de desarrollo, funcion de las células stem, diferenciacion celular (miR-1 en
cardiomiocitos, miR-143 en adipocitos), proliferacion (miR-133 en mioblastos),
ciclo celular, apoptosis (tabla 2), angiogénesis (tabla 3), metabolismo (miR-122a),
secrecion de insulina (miR-375) y en enfermedades, como el cancer (Zhang et al
2007; Lin et al 2008; Marson et al 2008).

Es conocido que un solo miRNA puede tener multiples genes blanco y un
solo gen puede ser blanco de mudltiples miRNAs (Lewis et al 2005).
Interesantemente, los miRNAs pueden ser muy Utiles como biomarcadores para la

identificacidn de la clasificacion y origen de varios tumores (Rosenfeld et al 2008).
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Tabla 2. miRNAs involucrados en Apoptosis.

miRNA Efecto Blancos miRNA Efecto Blancos
miR-17-5p Anti- E2F1,CiclinaD1 miR-34a Pro- E2F3,E2F5,SIRT1,MET
(Hossain et apoptotico (Sun et al apoptotico ,CDK&,CiclinaD1
al 2006) 2008)
miR-27a Anti- ZBTB10,RINZF,RYBP, miR- Pro- Bcl-2
(Scott et al apoptotico DEDAF 15a,miR- apoptético
2006) 16-1
(Cimmino et
al 2005)
miR-133 Anti- CASP-9 Let-7 Pro- Ras,NF2,HMGA2,MYC
(Xuetal apoptotico (Lee et al | apoptotico
2007) 2007, Mayr
et al 2007)
miR- Anti- P27,p57,c-KIT,Era miR-122 Pro- Bcl-w,ciclina G1
221/222 apoptotico (Linetal apoptético
(Felli et al 2008)
2007)
miR-106b- Anti- P21/CIP1,Bim,E2F1 miR-101 Pro- Mcl-1
25 apoptotico (Su etal apoptotico
(Kan et al 2009)
2009)
miR-17-92 Anti- P21/CIP1,Bim,E2F1 miR- Pro- Mcl-
O'Donellet | apoptdtico 29a,b,c apoptético 1,DNMT3A/3B,p85,CD
al 2005) (Fabbri et al C42
2007)
miR-155 Anti- TP53INP1,FADD,Rip,C miR-1 Pro- HSP60/HSP70
(Tili et al apoptaético ASP-3 (Xuetal apoptético
2007) 2007)
miR-125b Anti- TNF-a miR-137 Pro- CDK6
(Tili et al apoptotico (Silber et al apoptético
2007) 2008)
miR-24 Anti- P16 miR-145 Pro- TP53,Era,c-Myc
(Laletal apoptotico (Wang et al apoptoético
2008) 2009)
miR-21 Anti- HNRPK,TAp63,PDCD4 miR-143 Pro- ERKS5,KRAS
(Lietal apoptaético ,RECK,PTEN,TPM1 (Chen etal apoptético
2009, Park 2009)
et al 2009)
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Tabla 3. miRNAs involucrados en la Angiogenésis.

miRNA Efecto Funcién
miR-130a Pro-angiogénico | Antagoniza la actividad anti.angiogénica de HOXAS
(Chen et al 2008) y GAX
miR-296 Pro-angiogénico Inhibe la degradacion de los receptores de VEGF
(Wurdinger et al en matrigel in vitro
2008)
miR-126 Pro-angiogénico Se requiere para el mantenimiento de la estructura
(Fish et al 2008) vascular en ratones in vivo
miR-210 Pro-angiogénico Regulador de la angiogénesis y supervivencia
(Pulkkiner)l etal celular endotelial en respuesta a hipoxia
2008

miR-27b/Let-7f
(Kuehbacher et al

Pro-angiogénico

Se requiere para la angiogénesis en células
endoteliales in vitro

(Ventura et al 2008,
Olive et al 2010)

Anti- angiogénico

2007)
miR-378 Pro-angiogénico Promueve la angiogénesis en modelo de cancer de
(Lee et al 2007) colon in vitro
miR-17-92 Pro-angiogénico Promueve la angiogénesis dentro de células

tumorales y células endoteliales

Actividad anti-angiogénica en células endoteliales
normales

(Zhao et al 2010)

miR-221/222 Anti- angiogénico Previene la formacion temprana de eritroblastos y
(Felli et al 2005) mantiene la hematopoyesis de las células stem
miR-34a Anti- angiogénico Inhibe células progenitoras endoteliales (EPC) que

regula angiogénesis

2.3 miRNAs en Cancer (Oncomirs)

Diversos reportes muestran el potencial valor diagnostico y prondéstico de
los perfiles de expresion de miRNAs en diversos tipos de céncer, de manera tal
gue los miRNAs podrian funcionar como oncogenes o supresores de tumor por lo
gue han sido denominados oncomirs. La sobreexpresion o pérdida del
silenciamiento epigenético de genes que codifican miRNAs que tienen como
blanco genes supresores de tumor, puede inhibir la actividad de una ruta anti-

oncogénica especifica de un tejido (Marilena et al 2005)

Existen diversos reportes acerca de la funcion de los miRNAs como
supresores de tumor. Por ejemplo, el miR15 y miR16 inducen apoptosis al dirigir la
degradacion del mRNA de Bcl2, el cual es un proto-oncogen antiapoptotico clave
en el desarrollo de leucemias, linfomas y carcinomas (Calin et al 2002). También
se ha encontrado una desregulacion de los miR143 y miR145 en carcinomas de

colon (Michael et al 2003). En carcinoma humano de pulmén, se ha encontrado

39



subexpresado Let7 y se ha visto que la restauracion de su expresiéon induce la

inhibicion del crecimiento celular en la linea celular de cancer A549 (Takamizawa

et al 2004).

En el 2006, se publicé que miR372 y miR373 son oncomirs implicados en la

generacion de tumores de células germinales de testiculos, debido a su habilidad

para superar la senescencia inducida por RAS oncogénico y p53 silvestre en

fibroblastos (Mathijs et al 2006). Otros grupos han encontrado que miR155

aumenta su expresion en diferentes tipos de linfoma (Metzler et al 2004; Eis et al

2005). Al momento se han identificado aproximadamente 20 miRNAs asociados a

diferentes tipos de cancer (tabla 4).

Tabla 4. miRNAs asociados a cancer y sus blancos

MiRNA Sobre/Sub- | Tipo de cancer Blancos Funcién Referencia
expresado
Let-7 Sub- Pulmén, mama, CCND1, Reprime la
expresado gastrico, ovario, CDC25a, proliferacién y (Leeetal
prostata, colon, CDC34, CDKB6, el crecimiento 2007, Mayr et
melanoma y Dicer, HMGA2, celular. Let-7f al 2007)
leiomioma HOXA9, MYC, promueve
Ras, TLR4 angiogénesis
Sobre- Colon, pancreético,
expresado carcinoma Caspasa-3 (Let-
hepatocelular, 7a) Let-7f reprime
AML, leiomioma NF2y
uterino disminuye la
apoptosis
inducida por
guimioterapia
miR-10b Sobre- CM metastasico, HOXD10 Activa la (Ma et al
expresado pancreatico y migracion 2010)
glioblastoma celular y
remodela la
matriz
extracelular
miR15a/16-1 Sub- CLL, mieloma Bcl-2, CARD10, Induce (Cimmino et al
expresado multiple, adenoma | CCND1, CDK®, apoptosis en 2005)
pituitaria, prostata MCL1, MYB, leukemia;
y pancreéatico VEGF, Wnt3A miR16 regula el
ciclo celular por
la sub-
Sobre- Carcinoma BRCAl expresion de
expresado Nasofaringeo proteinas
GO0/G1
miR- Sobre- Linfoma, mieloma AIB1, AML1, Aumenta el (Hayashita et
17/18a/19a/19b- | expresado multiple, Bim1, CTGF, crecimiento al 2005,
1/20a/17-92 meduloblastoma, CDKN1A, E2F1, tumoral y Dews et al
pulmoén y colon E2F2, E2F3, vascularizacion; Hoszsg?r?;at al

PTEN, TGFBR2,

miR20a es anti-
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Tspl apoptético 2006)
Sub- Melanoma, ovario
expresado y mama AIB1, CYCD1
miR-17-92
reduce la
proliferacién en
CM
miR-106b Sobre- Neuroblastoma, CDKN1A, E2F1, Reduce la (Ivanovska et
expresado mieloma mdiltiple, Bim respuesta al 2008)
prostata, colon y apoptética
gastrico después de la
estimulacion de
TGF-B via Bim
miR-21 Sobre- Glioblastoma, Bcl-2, MASPIN, miR-21 (Chanetal
expresado leiomiosarcoma PDCD4, PTEN, silenciado 2005,
uterino, cabeza, TPM1, RECK, induce Meng et al
cuello, mama, RASA1 apoptosis en |or2i(c)>0eﬁt,a|
pulmén, proéstata, glioblastoma; 2005)
colon. Estémago y induce invasion
Ccérvix y metéstasis
colo-rectal
miR-29 Sub- CLL, CDC42, Induce (Fabbri et al
expresado colangiocarcinoma, DNMT3A/B, metilacion 2007)
colon, mamay MCL1,PIK3R1, aberrante en
pulmén TCL1 cancer de
pulmon via
Sobre- DNMT3A/B;
expresado Mama induce
TTP apoptosis via
metalopeptidasas p53y MCL1
Induce
transicion EMT
y metastasis
miR-34 Sub- Sub-expresado en Bcl-2, CCND1, miR-34a induce (Sunetal
expresado | cancer pancreatico | CCNE2, CDK4/6, sobre- 2008)
y linfoma de Burkitt | MYC, DLL1, E23, expresion de
sin traslocacion de Notchl, MYCN, p53y sub-
MYC. MET, SIRT1 expresion de
Hipermetilacion de E2F en cancer
miR34b/c en de colon
cancer de colon
miR-101 Sub- Carcinoma COX2, EZH2, Alteraciones en (Friedman et
expresado hepatocelular, MCL1 la estructura de al 2009)
vejiga y prostata la cromatina via
represion de
EZH2
miR-122a Sub- Carcinoma CAT-1, CCNG1 Modula la (Kutay et al
expresado hepatocelular expresion de 2006)
ciclina G1 en
lineas celulares
de HCCy
contribuye a la
respuesta al
estrés via
inhibicion de
CAT-1
miR-124a Sub- Hipermetilacion en CDKS®, ITGB1, Induce (Lujambio et al
expresado leucemia, linfoma, | FOXA2, LAMC1, diferenciacion 2007)

colon, mama,
gastrico y pulmon

MTPN, MAPK14

de células stem
gue derivan a
glioblastoma
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multiforme e
induce arresto
del ciclo celular

miR-125a/b Sub- Glioblastoma, ERBB2, ERBB3, Expresion (Tili et al 2007)
expresado mama, ovario y LIN28, LIN41, ectopica de
prostata TNFSF4 miR-125 afecta
la motilidad
celulary la
invasion en
Sobre- P53 CM.
expresado Sindrome
mielodisplastico, Expresion
AML con ectopica de
traslocaciones miR-125b
especificas y suprime el
uretra aumento de
p53 e induce
apoptosis
miR-127 Sub- Hipermetilacion en Bcl-6, RTL1 (Ma et al
expresado tumores 2010)
miR-143/145 Sub- Colon, células B MYC, ERKS5, Se han visto (lorio et al
expresado malignas, mama, HOXA9, KRAS, secuencias 2005,
pulmén y cérvix PARPS8 precursoras Fulci et al
anormales en 2007)
cancer de colon
miR-155 Sobre- Linfoma pediéatrico AGTR1, AID, Proliferacion de (Fulci et al
expresado de Burkitt, linfoma IKBKE, células pre-B, 2007,
de Hodgkin, TP53INP1 leucemia Leeetal
mama, pulmén, 2007)
colon y pancreas
miR-181 Sobre- Mama, pancreasy | HOXA11, TCL1 | MYCN regulala (Lee etal
expresado prostata transcripcion de 2007)
miR181
miR-221/222 Sobre- CLL, tiroides, c-KIT, p27, Promueve (Lee et al
expresado glioblastoma CDKN1B, p57, proliferacién; 12007,
CDKN1C, ESR1 afectan la Gillies et al
respuesta 2007)
TRIAL-
dependiente
miR-200 Sub- CM metastasico ZEB1/2, TGF-B Promueve (Neves et al
expresado invasion; la 2010)
desregulacion
de miR-200
esta
involucrada en
EMT mediada
por TGB-B
miR-372/373 Sobre- Testicular LATS2, CD44 Indirectamente | (Voorhoeve et
expresado antagoniza la al 2006)

inhibicion de
CDK mediada
por p53 durante
la senescencia
inducida por
RAS
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2.4 miRNAs en Cancer de mama

Diversos reportes muestran el potencial valor diagnostico y pronéstico de
los perfiles de expresion de miRNAs en CM. Asi, el aumento de la expresion de
mMiR37 y miR520c promueve la formacion de metastasis al inhibir la expresion de
CD44, una proteina asociada al aumento de la sobrevida de las pacientes con CM
(Huang et al 2008).

En otro estudio, se report6 un aumento en la expresion de miR10b en
tumores metastasicos de CM, demostrando una relacion con el aumento de la
metastasis y migracion celular. Particularmente, el miR10b inhibe la traduccién del
MRNA del homeobox D10, resultando en el aumento en la expresion del gen pro-
metastasico RHOC (Ma et al 2007).

También se ha observado que el aumento de la expresion del miR21 en
CM, contribuye a la disminucion de la proteina de muerte celular programada 4
(PCD4), la cual es un supresor de tumor que inhibe el crecimiento celular.
Tambien inhibe la tropomiosina 1 (Zhu et al 2007; Zhu et al 2008).

Otro reporte muestra que la expresion del miR17-5p (mir91) disminuye en
tumores de CM (Hossain et al 2006). El gen miR-17-5p se localiza en la region
13931, la cual sufre comunmente perdida de heterocigocidad. Este miRNA reprime
la traduccion de AIB1, el cual es un coactivador del regulador del ciclo celular
E2F1. También induce la transcripcion dependiente del receptor de estrégenos.
Ademads, los miR20a y miR-17-5p regulan negativamente la expresion del gen de
la ciclina D (Yu et al 2008).

En el 2008, se reportd que los pacientes con tumores de CM que presentan
una baja expresion de miR335 y miR126, tienen una mayor predisposicion a
desarrollar metastasis. Este se ha relacionado un aumento de expresion de la

proteina de matriz extracelular tenascina C y del factor de transcripcion SOX4
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(Tavazoie et al 2008). La disminucion en la expresion de miR-126 fue asociada
ademas a un aumento en la proliferacion celular. De esta manera se concluye que
miR-335 y miR-126 son importantes supresores de metastasis en CM (Zhang et al
2008).

En el 2010, se publicaron los resultados del analisis de la expresion de
MIRNAs en 93 tumores primarios de mama humanos, encontrandose que existen
MiRNAs expresados diferencialmente entre tumores de distintos subtipos vy
mMiRNAs que individualmente estan relacionados con factores clinico-patoldgicos.
Ademas se encontré que la expresion de DICER1 y AGO2 se correlaciona con el

subtipo de tumor y metastasis (Martello et al 2010)

Estos y varios reportes mas (tabla 5), muestran claramente la importancia
gue tienen los miRNAs en el desarrollo del CM. Aunque muchos de los miRNAs
descritos parecen actuar como oncogenes o supresores de tumor, la funcion de la
mayoria de estos miRNAs asociados a tumores aun no ha sido completamente
dilucidada.

También es clara la utilidad que pueden tener los mMiRNAs en la
clasificacion y el pronéstico de diversos tipos de céncer, por lo que la
determinacion de los perfiles de expresion global de miRNAs en cancer puede
tener una aplicacion clinica importante para el manejo terapéutico adecuado de los

pacientes.
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Tabla 5 miRNAs identificados experimentalmente en cancer de mama

miRNA Supresor de Blanco Funcion Referencia
tumor/oncogén
miR-661 Oncogén Nectina-1, Star- Se requiere para una (Vetter et al 2010)
D16 invasion eficiente de células
de CM
miR- Oncogén CD44 Metastasis (Huang et la 2008)
373/520c
miR-221/222 Oncogén ERa Altamente expresado en (Di Leva et al 2010)
células de CM resistentes al
Tamoxifen; Reduce la
expresion de varios
supresores de tumores
miR-204/510 Oncogén PDEF La sobre-expresion dirige la (Findlay et al 2008)
progresion de la metastasis
miR-103/107 Oncogén Dicer Altos niveles estan asociados (Martello et la 2010)
con metastasis
miR-92 Oncogén ERB1 ERB1 esta sub-expresado en | (Al Nakhle et al 2010)
CM; ERB1 puede ser un
supresor de tumor
miR-155 Oncogén RHOA Sefializacién de TGF-B (Kong et la 2008)
miR-21 Oncogén PTEN, TPM1, Invasion y metastasis: PTEN (Zhu et al 2008, Zhu et
PDCD4, limita la actividad de la via de al 2007)
Maspin, Bcl-2 PI3K.
TPM1 regula la organizacion
de los microfilamentos y el
crecimiento dependiente del
anclaje.
PDCD4 interactta con EIF4A
y previene la sintesis de
proteina.
PDCD4 y Maspin estan
implicados en la apoptosis
miR-10b Oncogén HOXD10 Invasién y metastasis: Inhibe (Ma et al 2007)
la sintesis de la proteina
HOXD10, resultando la
sobre-expresion de RHOC el
cual favorece la migracién e
invasion
miR-9 Oncogén CDH1 Aumenta la motilidad y la (Ma et al 2010)
invasion
miR-27a Oncogén Dedos de Zinc, Progresion del ciclo celular (Merten-Talcott et al
ZBTB10, Myt-1 2007)
miR-30 Supresor de Ubc9, ITGB3 Reduce la expresion de las | (Hurstet al 2009, Liet al
tumor células iniciadoras de tumor. 2009)
Bloque el aumento de la
tumorigénesis y metastasis
miR-17-5p Supresor de AIB1, ciclina D, Crecimiento mediado por (Hossain et al 2006)
tumor E2F1 E2F1
miR-193b Supresor de uPA, ERa La sub-expresion dirige la (Yu et al 2007)
tumor progresion e invasion tumoral
miR-18a/b Supresor de Era Inhibicién del crecimiento (Hurst et al 2009, Li et al
tumor mediada por ER 2009)
miR-206 Supresor de ERa Crecimiento mediado por (lorio et al 2005, Adams
tumor estrc’)genos et al 2007, Di Leva et al
2010)
miR-335 Supresor de SOX4, Metastasis (Tavazole et al 2008)
tumor PTPRN2,
MERTK, TNC
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miR-27b Supresor de CYP1B1 Modulacién de la respuesta (Tsuchiya et al 2006)
tumor de tumores de farmacos anti-
cancer
miR-125a/b Supresor de HER-2/3 Crecimiento dependiente de | (Mattle et al 2006, Scott
tumor anclaje. Migracion e invasion et al 2006)
miR-200 Supresor de TCF-8, ZEB1/2, Sefializacion TGF-. EMT e (Dykxhoorn et al 2009,
tumor BMI1 iniciacion de un fenotipo Gregory et al 2008,
invasivo Shimono et al 2009)
miR-126 Supresor de IRS-1 Progresién del ciclo celular (Zhang et al 2008)
tumor de G1/GO0a S
miR-145 Supresor de RNTK Inhibe el crecimiento tumoral (Wang et al 2008)
tumor
miR-146a/b Supresor de EGFR Supresor de metastasis in (Hurst et al 2009)
tumor vitro
miR-205 Supresor de HER-3 Inhibe la proliferacion (lorio et al 2009)
tumor mediada por HER
miR-34a Supresor de CCND1, CDKa®, Dafio al DNA vy proliferacion (Sun et al 2008,
tumor E2F3, Myc Christoffersen et al
2010)
miR-31 Supresor de F2D3, ITGAS, Metastasis (Valastyan et al 2009)
tumor M-RIP, MMP16,
RDX, RHOA
Let-7 Supresor de H-RAS, Auto-renovacion y (Wu et al 2006, Johnson
tumor HMGAZ2, Lin28, diferenciacién de T-IC et al 2005, Mayr et al
PEBP1 2007)

2.5 Perfiles de expresion de miRNAs en cancer después de radiacion

ionizante

Como reguladores de la expresion genética, los miRNAs han sido
implicados en la patogénesis del cancer, actuando tanto como supresores de
tumores y oncogenes. De hecho, ciertos perfiles de miRNAs en céancer han sido
corelacionados con el fenotipo maligno de las células cancerosas comparado con
las células normales. Clinicamente, es importante que la expresion de distintos
mMiRNAs ha sido asociada con el prondstico y podria también predecir la eficacia
de las intervenciones terapéuticas, incluyendo la radioterapia. De hecho, se ha
demostrado que los miRNAs modulan la radiosensibilidad en cancer de pulmoén in
vitro. Ademas, células normales presentan niveles alterados de mMIRNAs en

respuesta a la radiacion ionizante (Niemoller et al 2011)

Hasta el momento se han realizado estudios experimentales en algunas
lineas celulares, tanto de cancer de pulmén (tabla 6), como de cabeza, cuello y
cerebro (Niemoller et al 2011), donde se han demostrado cambios en la expresion

de miRNAs que estan involucrados en los mecanismos de apoptosis, arresto del
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ciclo celular y reparacion del DNA. Estos estudios demuestran que hay cambios

en la expresion de miRNAs que estan participando en mecanismos que pueden

estar involucrados en la radioresistencia. Sin embargo, a la fecha no hay reportes

acerca de la expresiéon de miRNAs asociados a la radioresistencia en CM.

Tabla 6. Perfiles de expresion de miRNAs en cancer de pulmén después de

radiacion ionizante

Funciones de los genes blanco

miRNA

hsa-miR-16-
2
hsa-miR-22

hsa-miR-
30c-1
hsa-miR-30b

hsa-miR-34a

hsa-miR-34b
hsa-miR-
106a
hsa-miR-
127-3p
hsa-miR-
139-3p
hsa-miR-183

hsa-miR-192
hsa-miR-206
hsa-miR-215
hsa-miR-345

hsa-miR-
376a
hsa-miR-
516a-5p
hsa-miR-
548c-3p

hsa-miR-593
hsa-miR-636
hsa-miR-760

hsa-miR-
885-3p
hsa-miR-
1228

Apoptosis
CADM1,GTF2H3,HSPA5,NRG1

AIFM3,CASP8,CIDEC,IL6,RTKN,
TP53BP2,TRADD
CARDS8,CASP8,DFFB,ERCC3,
TNFRSF10B,TRADD
AGT,BCL3,DDB2,ERCCS3,
PML,RTKN,TP53
APOH,BAX,BID,BNIPL,DEDD2
FAS,GRIK2,PCBP4,RYR2,TGFB1
BAX,BNIPL,BRE,FAS,NLRP2,SCG2
BAX,BNIPL,HBXIP,NUP62,P2RX4
PPP3R1,TNFRSF10B
AIFM3,BAD,BCL6,NLRP1,PPP3CC

ADAMTSL4,AKT1BAD,BRE,CASP10
CDC2,DNAJB6,MAEA,NLRP1
CASP10,DFFB,GRIK2,HIPI,IL12B
LCK,PPP3CC,SRAL,TCF7L2
ALB,ANGPTL4,ERCC3,FURIN
TCF7L2
CIDEC,HSPD1,RASA1,SCG2,TBX3
TCF7L2
ALB,ERCCS,FURIN,P2RX4,TCF7L2

ANGPTL4,DHCR24,KNTC1,PCBP4

CADM1,CASP8,FAS,HBXIP,IL6
PPP3CC,TERF1
ADAMTSL4,BRCA1,CASP8,CD27
CIDER,FURIN,MAEA, TNF
AGT,CD70,DFFB,FAS

CD27,DDB2,DYNLL1,RYR2,STK4
AGT,BFAR,COL4A3,P2RX4, TRAF2
ACIN1,BRCA1,BRE,CASP10,CIDEC,
HTATIP2,IL6,LGALS12
AIFM3,AKT1,BNIP1,CDKN2A,
CDKN2C,INHA,SFN,TCF7L2

Ciclo celular
BTG3,KNTC1
ZW10
CCND3,GMNN
PML
CD28,DBC1,PCBP4,
TCF3,TGFB1
ATR,DBC1,SPHK1,TCF3
BTG3
CCND3,RBM38
BRSK1,GTPBP4,TCF3
BTG3,CD28,CDKNS3,
HEXIM2,IL12B,NUSAP1
SPHK1
CDKN3,SPHK1,TBX3
SPHK1
ZW10
ATR,BTG3,CDT1,
GMNN,NEK11
BMP4

AFAPIL2,EGF,GMNN

DBC1
CDT1,SPHK1

CDKN2A,CDKN2C,
EDN3,ZW10

Dafio y reparacién de
DNA
EXO1,MSH2,PCNA,
POLD4,SETX
EXO1,HMGB1,WRN

POLD4,POLL,ERRC3

ERCC1,ERCC3,GTF2H4,
PML,POLD4,RPA1,TP53
PCBP4,POLD1

ATR,ERCC5RFC5
GTF2H3,MSH3,POLH

NEIL1,RBM38,RPA1
POLA1,POLE
EXO1

CDK7,ERCCS3,ERCC4
XPA

CDK7,ERCC3,ERCC4
TDG,XPA
LIG1,POLD3,POLL,
RFC1,RPA1
ATR,MNAT1,NEK11

ASF1A,BRCAL1,GTFH4,
MBD4
CDK7,GTF2H1,HMGB2
MBD4,MPG,MSH2,
PCNA,PMS2

ERCC4,ERCC5,0GG1
BRCA1

DDB1,POLD1,PRKCG,
RFC5

Tomada y modificada de Sangsu et al 2009
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l1l. JUSTIFICACION

El cancer de mama representa un grave problema de salud publica, con alta
incidencia y mortalidad, debido principalmente a la falta de un diagndstico

temprano y a la poca eficacia del tratamiento.

La radioterapia constituye una de las tres modalidades utilizadas en el
tratamiento del cancer de mama. Pero un numero importante de pacientes
desarrollan resistencia clinica a esta terapia. Esta radioresistencia se relaciona

con modificaciones en la expresion genética.

Los miRNAs constituyen una de las principales vias de regulacion de la
expresion genética, por lo que, la determinacion de perfiles de expresion
relacionados con la radioresistencia, es importante para detectar posibles

marcadores moleculares en CM asociados a la resistencia a la radioterapia.

IV. HIPOTESIS

Si los miRNAs se expresan de manera diferencial en la linea celular MCF-
7 radioresistente, entonces se podran definir posibles nuevos marcadores de

resistencia a la radioterapia en CM.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar miIRNAs asociados a la resistencia a la radioterapia en la linea

celular MCF-7 de cancer de mama

Objetivos Especificos

1. Determinar la dosis letal 50 para las lineas celulares de carcinoma de
mama MCF-7 y MDA-MB231

2. Generar lineas celulares de carcinoma de mama MCF-7 y MDA-MB231

resistentes a radiacion ionizante y definir su radioresistencia

3. Comparar el perfil de expresion global de 754 miRNAs en las lineas

celulares MCF-7 sensibles y resistentes a radioterapia.

4. Validar la expresion de al menos cinco miRNAs modulados en las células

radioresistentes.

5. Predecir las rutas biologicas afectadas por los miRNAs modulados en las

células tumorales de mama resistentes a radiacion.
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VI. ESTRATEGIA GENERAL

Lineas celulares MCF-7 y MDA-
MB231

l

Determinar Dosis Letal 50 (DL50)

con ensayos de viabilidad (azul

de tripano), proliferaciéon MTT y
clonogenicidad

Radiacion con dosis
fraccionada de 2Gy hasta llegar
alos 30 Gy

l

Extraccion de RNA total de células
MCF-7 Radioresistentes (RR) y
Radiosensibles (RS)

Determinacion de viabilidad
(azul de tripano, Proliferacion
(MTT) y Clonogenicidad

l

Expresion de 5 miRNAs por
gRT-PCR

Hibridacion con Arreglos TagMan
de miRNAs (TLDA)

l

Identificacion de miRNAs
modulados y no reportados
previamente

!

Prediccién de los procesos
biolégicos afectados por los
miRNAs modulados
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VIl.  MATERIALES Y METODOS
7.1 Cultivos Celulares

Las lineas celulares de adenocarcinoma de mama MCF-7 y MDA-MB231 se
cultivaron en medio DMEM F12, suplementado con 10% de suero bovino fetal,
penicilina y estreptomicina al 1%, en una caja de 25 cm? Las células se incubaron
a 37°C en un ambiente hiumedo de 5% de CO,y 95% de aire.

Las células se lavaron con PBS al 1x y se cambio el medio de cultivo cada
72 hrs. Una vez alcanzada la confluencia del 90%, las células se despegaron con
0.5 ml de tripsina, se contaron con el método de azul de tripano y se pasaron a
tres cajas de 25 cm? con una densidad de 6 x10° células por caja: una caja fue
para trabajar, una caja sirvio para mantener la linea parental (radiosensible) y una

caja se congeld en nitrégeno liquido como reserva.
7.2 Determinacién de la Dosis Letal 50 (DL50)

Se sembraron 300 000 células de ambas lineas celulares en cinco cajas
diferentes para cada linea celular. Al dia siguiente, las celulas se radiaron con
diferentes dosis de radiacion: una caja no se sometio a radiacion y se utiliz6 como
control, otra caja se radié con 2 Gy, otra caja con 4 Gy, otra con 8 Gy y otra con 10
Gy. Para la irradiacion con rayos X, se utilizo un acelerador lineal de alta energia
(Varian 600C). Las cajas se incubaron durante 24 hrs antes de realizar los
ensayos de viabildad, proliferacion y clonogenicidad descritos posteriormente para

determinar la DL50 de cada linea celular en cada uno de estos ensayos.
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7.3 Generacion de células radioresistentes

Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 60%, fueron

preparadas e irradiadas de la siguiente manera:

Se removié el medio con una pipeta Pasteur y se agregaron 47 ml de PBS
1x a cada caja. Las células se irradiaron con una dosis de 2 Gy e inmediatamente
después de la irradiacion, se removié el PBS con la pipeta Pasteur y se agrego
medio de cultivo. Se incubaron las células nuevamente bajo las mismas

condiciones basales de cultivo.

Cuando las células alcanzaron un 90% de confluencia, se despegaron con
0.5 ml de tripsina, se contaron con la técnica de azul de tripano y se subcultivaron
en nuevas cajas de 25 cm? con una densidad de 6x10° células/caja. Una vez que
alcanzaron el 60% de confluencia, las células fueron preparadas e irradiadas una
vez mas con 2 Gy. Se realizaron estos procedimientos por triplicado y se repitieron
30 veces hasta alcanzar una dosis total de 30 Gy durante aproximadamente 5

meses.

Las células radiosensibles (RS) fueron tripsinizadas, contadas,
subcultivadas, preparadas con PBS 1x en las mismas condiciones, pero sin

radiacion ionizante, las cuales sirvieron de control para los siguientes ensayos.
7.4Ensayo de viabilidad con Azul de Tripano

Este ensayo se realiz6 primeramente para determinar la DL50 de las
células radiosensibles (RS) utilizando células no irradiadas como control y células
irradiadas con las diferentes dosis (2, 4, 8 y 10 Gy). Tambien se realiz6 para
caracterizar las células radioresistentes (RR) generadas después de alcanzar la
dosis total de 30 Gy, utilizando células RS y células RR, no irradiadas e irradiadas

con la DL50 previamente determinada.
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Después de la aplicacion de la dosis de radiacion correspondiente, las
células se incubaron 24 hrs en condiciones basales. A las 48 hrs, se despegaron
con 0.5 mL de tripsina, se lavaron con 3 mL de medio DMEM-F12 suplementado
para inactivar la tripsina y se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos para obtener

un botdn de células.

Después, se retiré el medio y se agregé 1 mL de medio DMEM-F12 para
resuspender el boton. Una vez resuspendido el botén, se tomé una alicutoa de 50

UL que se mezclo con 50 L de Azul de Tripano en un tubo eppendorf de 0.6 mL.

Se tomaron 10 pL de la mezcla y se depositaron en la cAmara de Neubauer
para contar las células vivas, las cudles no permiten la internalizacién del

colorante, en el microscopio.

Para la determinacién de la DL50, se contaron las células de cada una de
las cajas que recibieron diferentes dosis de radiacion previamente descritas. Se
graficd el porcentaje de células vivas correspondiente a cada dosis de radiacion,
considerando como el 100% el nimero de células del control sin irradiar. La DL50

corresponde a la dosis en la cual el 50% de las células estan vivas.

7.5 Ensayo de proliferacion (MTT)

Este ensayo se realiz6 primeramente para determinar la DL50 de las
células radiosensibles (RS) utilizando células no irradiadas como control y células
irradiadas con las diferentes dosis (2, 4, 8 y 10 Gy). Tambien se realiz6 para
caracterizar las células radioresistentes (RR) generadas después de alcanzar la
dosis total de 30 Gy, utilizando células RS y células RR, no irradiadas e irradiadas

con la DL50 previamente determinada.
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Después de aplicar la dosis de radiacion correspondiente, las células se
incubaron 24 hrs en condiciones basales. A las 48 hrs, se despegaron con 0.5 mi
de tripsina, se contaron con la técnica de azul de tripano y se subcultivaron en
cajas de 25 cm? con una densidad de 3x10° células/caja por 24 hrs en condiciones

basales.

En el caso de la determinacién de la DL50, las células se despegaron con
0.5 ml de tripsina, se contaron con la técnica de azul de tripano y se sembraron en
placas de 96 pozos, con una densidad de 5x 10° células por pozo (se hizo por

triplicado).

En el caso de la caracterizacion de las células RR, se prepararon dos cajas
con células RS y dos cajas con células RR. Al dia siguiente, una caja con células
RS y una caja con células RR, fueron irradiadas con la DL50 previamente
determinada, mientras que las otras cajas se utilzaraon como control. En ambos
casos, se incubaron por 24 hrs en condiciones basales. Posteriormente, las
células se despegaron con 0.5 ml de tripsina, se contaron con la técnica de azul
de tripano y se sembraron en placas de 96 pozos, con una densidad de 5x 10°

células por pozo (se hizo por triplicado).

A las 24 hrs, se removio el medio a las placas asi preparadas, se agregaron
100 pL de la solucion MTT/DMEM 1:10 por pozo y se incubd durante 4 hrs a 37°C.
Después de las 4 hrs de incubacién, se retiraron 75 pL de la solucion MTT/DMEM
y se agregaron 50 yL de DMSO a cada pozo homogeneizando suavemente sin
dejar burbujas, la placa se incub6 a 37°C por 10 minutos y se leyé a 540 nm en un
espectrofotometro. Las células vivas convierten el MTT soluble a una forma

insoluble en agua de formazan color purpura.

Se repitio el mismo protocolo alas 48y 72 hrs.
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Para la determinacién de la DL50, se contaron las células de cada una de
las cajas que recibieron diferentes dosis de radiacion previamente descritas. Se
grafico el porcentaje de células vivas correspondiente a cada dosis de radiacion,
considerando como el 100% el niamero de células del control sin irradiar. La DL50

corresponde a la dosis en la cual el 50% de las células estan vivas.
7.6Ensayo de Clonogenicidad

Este ensayo se realiz6 primeramente para determinar la DL50 de las
células radiosensibles (RS) utilizando células no irradiadas como control y células
irradiadas con las diferentes dosis (2, 4, 8 y 10 Gy). Tambien se realiz6 para
caracterizar las células radioresistentes (RR) generadas después de alcanzar la
dosis total de 30 Gy, utilizando células RS y células RR, no irradiadas e irradiadas

con la DL50 previamente determinada.

Después de aplicar la dosis correspondiente, las células se incubaron 24
hrs en condiciones basales. A las 48 hrs, las células se despegaron con 0.5 ml de
tripsina, se contaron con la técnica de azul de tripano y se subcultivaron en cajas

de 25 cm? con una densidad de 3x10° células/caja.

En el caso de la determinacién de la DL50, las células se despegaron con
0.5 ml de tripsina, se contaron con la técnica de azul de tripano y se sembraron en
placas de 6 pozos, con una densidad de 1x 10° células por pozo (se hizo por

triplicado). Se incubaron por dos semanas en condiciones basales.

En el caso de la caracterizacion de las células RR, se prepararon dos cajas
con células RS y dos cajas con células RR. Al dia siguiente, una caja con células
RS y una caja con células RR, fueron irradiadas con la DL50 previamente
determinada, mientras que las otras cajas se utilizaron como control. En ambos
casos, se incubaron por 24 hrs en condiciones basales. Posteriormente, las

células se despegaron con 0.5 ml de tripsina, se contaron con la técnica de azul
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de tripano y se sembraron en placas de 96 pozos, con una densidad de 5x 10°

células por pozo (se hizo por triplicado).

A las dos semanas, se les retir6 el medio, las colonias fueron fijadas con
Metanol/Acido acético 7:1 y fueron tefiidas con cristal violeta al 1%. Se contaron
las células y las colonias con 50 o mas células se consideraron como

sobrevivientes clonogénicos.

Para la determinacion de la DL50, se contaron las colonias correspondiente
a cada una de las cajas que recibieron diferentes dosis de radiacién previamente
descritas y se calculo la fraccién de sobrevivencia (ver abajo) para graficarla de
acuerdo a la dosis de radiacion, considerando como el 100% el valor de las

células del control sin irradiar.

7.7Extraccion de RNA total por el método de Trizol

Las células MCF-7, tanto radiosensibles como radioresistentes, fueron

cultivadas por 24 hrs y se les extrajo RNA total.

Se retir6 el medio de cultivo, se adicioné 1ml de Trizol por caja de 25 cm?y se
incub6 por 5 minutos a 37° (fase de lisis). Se transfirieron las células lisadas a
tubos eppendorf de 1.5 mL nuevos y se adicionaron 0.2 mL de cloroformo (fase de
separacion). Se agité vigorosamente la mezcla con vortex durante 30 segundos y
se incub6 por 5 minutos a 37°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
12000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Al terminar la centrifugacion, se formaron dos fases: una fase incolor donde
se encuentra el RNA y una fase de color rojo que contiene rojo de fenol y restos
de cloroformo. Se separ¢ la fase acuosa (incolor) en un tubo eppendorf de 1.5 mL
nuevo, se adicionaron 0.5 mL de isopropanol (fase de precipitacion) y se incub6

durante toda la noche a -70°C
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Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras a 12 000 rpm a 4°C por 15
minutos. Se retir0 el isopropanol y el boton de RNA se lavo con 1 mL de etanol al
75% preparado con agua inyectable. Se mezclé con vortex y se centrifugd

nuevamente a 12 000 rpm a 4°C por 10 minutos (fase de lavado).

Se retird el etanol y se dejo secar la pastilla de RNA al aire por 30 minutos. Se
resuspendid el RNA en 30 uL de agua inyectable. Se verificO su integridad
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y se determiné su

concentracion por espectrofotometria.

7.8 Perfiles de expresion con Arreglos Tagman microRNA Low Density
Array (TLDA)

Se analiz6 la expresion de miRNAs mediante el arreglo TagMan microRNA
low density array (TLDA) v3.0 A+B, el cual contiene dos placas con sondas
correspondientes a 754 miRNAs humanos, mas ocho controles internos. Por lo
gue permiten evaluar de manera especifica y sensible la expresion de los miRNAs
en un solo ensayo. Las sondas corresponden a secuencias de los miRNAs
reportados en la base de datos mIrBASE v10.0 de humano
(http://microrna.sanger.ac.uk./sequences/).

Este ensayo se basa en la obtencion del cDNA a partir del RNA total
previamente aislado y la determinacion de la expresion de los miRNAs en tiempo

real.

Para obtener los perfiles de expresion de los miRNAs, primeramente se
realiz6 una reaccion de retro-transcripcion (RT) a partir el RNA previamente
extraido de las células MCF-7 radioresistentes y radiosensibles, utilizando el
Megaplex Primer Pools (pool de primers stem-loop RT) que permiten amplificar y
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detectar cientos de miRNA blanco en un solo experimento, de acuerdo a las

siguientes condiciones:

Tabla 7. Mezcla de reaccion para RT de miRNAS con Megaplex primers pool

Reactivo Cantidad
RNA total 3.0 pL (100 ng/ pL)
Megaplex RT primers 10x 0.8 uL
dNTPs con dTTP 100mM 0.2 L
MultiScribe Transcriptasa reversa 1.5puL
50U/uL
Buffer RT 10x 0.8 pL
MgCl, 25mM 0.9 uL
Inhibidor de RNasa 20U/ pL 0.1 uL
H,O libre de RNasa 0.2puL
Volumen total 7.5uL

La mezcla de reaccion se agitd vigorosamente con vortex durante 15

segundos, se centrifugd por 10 segundos a 4°C y se incubd en hielo por 5 min.

Posteriormente, se realizé la retrotranscripcion para obtener el cDNA en un

termociclador, con las siguientes condiciones:

Tabla 8. Condiciones ciclicas de RT con Megaplex primers pool

Temperatura Tiempo
16°C 2 min (40 ciclos)
42°C 1 min (40 ciclos)
50°C 1 seg (40 ciclos)
85°C 5 min
4°C o0
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7.7.1 Pre-amplificaciéon del cDNA con previamente obtenido de la RT MEgaplex
Para obtener una mayor concentracion del cDNA de los miRNAs y un
mayor rendimiento en la reacciéon de TLDA, se realizé una pre-amplificacion de la

RT Megaplex de la siguiente manera:

Se tomaron 2.5 pL de la reaccion RT y se mezclaron en tubos eppendorf de

0.2 pL con los reactivos para la pre-amplificacion mostrados en la tabla 9.

Tabla 9. Mezcla de reacciéon para la pre-amplificacion de RT de miRNAS con

Megaplex
Reactivo Cantidad
RT 2.5 uL
Tagman PreAmp Master mix 2x 12.5 uL
Megaplex PreAmp primers 10x 2.5 uL
H,O libre de RNasa 7.5 pL
Volumen total 20 L

Una vez obtenida la mezcla de reaccion para la pre-amplificacion, se realizo

la pre-amplificacién en un termociclador con las siguientes condiciones:

Tabla 10. Condiciones ciclicas de pre-amplificacion de RT de miRNAs con

Megaplex

Temperatura Tiempo
95°C 10 min
55°C 2 min
72°C 2 min
95°C 15 seg (12 ciclos)
60°C 4 min (12 ciclos)

99.9°C 10 min

4°C 0

Una vez terminada la reaccion, se afiadieron 75 pL de T.E para diluir.
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7.7.2 Perfil de expresion de miRNAs con Tagman Low Density Array (TLDA)

El producto diluido de la pre-amplificacion fue evaluado mediante el arreglo

TagMan en un equipo ABI PRISM SDS 7900 con las siguientes condiciones:

Tabla 11. Mezcla de reaccion para TLDA

Reactivo Cantidad
Tagman Universal PCR Master Mix, 450 pL
No AmpErase UNG 2x
Producto Megaplex RT 9 uL
H,O libre de RNasa 441 pL
Volumen total 900 pL

Despues de mezclar los diferentes componentes de la reaccion, se
agregaron 100 pL de la reaccion a cada pozo de la placa del Arreglo Tagman. Se
centrifug6é a 1200 rpm durante 1 min, se sell6 la placa, se introdujo al equipo ABI
PRISM SDS 7900 vy se inici6 la corrida del arreglo, donde se realiza la hibridacion

del cDNA con las sondas Tagman especificas para los 754 miRNAs.

Por medio del programa de asistencia Data Assist, se definieron los
MiRNAs expresados diferencialmente, donde los principales pardmetros eran que
tuviera un fold change >2 veces y una p=0.05. La obtencion de estos perfiles de
expresion de miRNAs en las lineas celulares MCF-7 radioresistentes y

radiosensibles, se realiz6 por duplicado.

7.9 Determinacién de la expresion de cinco miRNAs modulados por
qRT-PCR
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Se validaron los resultados de los perfiles de expresion de TLDA, utilizando
cinco miRNAs de interés mediante qRT-PCR, utilizando el sistema Tagman

MIRNAs assays (Applied Biosystems) que tenemos estandarizado en nuestro
laboratorio con las siguientes condiciones para cada miRNA:

Tabla 12. Mezcla de reaccion para RT de miRNAs

Reactivo Cantidad
RNA total 5.0 pL (60-100 ng/ pL)
RT primers miRNAs 3.0 uL
dNTPs con dTTP 100mM 0.15 pL
MultiScribe Transcriptasa reversa 1.0 yuL
50U/uL
Buffer RT 10x 1.5puL
Inhibidor de RNasa 20U/ pL 0.19 uL
H,O libre de RNasa 4.16 pL
Volumen total 15 uL

El producto diluido fue analizado por PCR tiempo real para cada miRNA
utilizando la siguiente mezcla de reaccion:

Tabla.13 Mezcla de reaccion para PCR tiempo real de miRNAs

Reactivo Cantidad
Tagman Universal PCR Master Mix, 10 pL
No AmpErase UNG 2x
Producto RT diluido 1:15 1.33 uL
H,O libre de RNasa 7.67 pL
Sonda especifica para c/miRNA 1.0 L

Una vez mezclada la reaccion, se realizé la PCR tiempo real con las
siguientes condiciones:
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Tabla 14. Condiciones ciclicas para PCR tiempo real de miRNAs

Temperatura Tiempo
95°C 10 min
95°C 15 s (40 ciclos)
60°C 1 min (40 ciclos
4°C 0

Se realizaron por duplicado estas validaciones para las lineas celulares

MCF-7 tanto radioresistentes como radiosensibles.

7.10 Prediccién de los blancos potenciales de los miRNAs.

La prediccion de los blancos de los miRNAs modulados diferencialmente
acorde a los resultados de los microarreglos con TLDA de los miRNAs, se hicieron
utilizando los programas  TargetScan (http://www.targetscan.org) PicTar

(http://pictar.bio.nyu.edu), DIANA-microT (http:/diana.pcbi.upen.edu). EStos programas

predicen posibles genes blanco para los diferentes miRNAs, por medio de analisis
tanto termodindmicos como de complementaridad de las secuencias de los

mMiRNAS con sus posibles blancos.

Los genes que fueron predichos al menos por dos de estos programas
fueron considerados como blanco. Solo se tomaron en cuenta genes que
participaban en mecanismos como apoptosis, ciclo celular, proliferacién, migracion

y reparacion de DNA

Utilizando el programa DAVID, el cual es un programa que predice las rutas
y los genes que pueden estar regulados por los diferentes miRNAs, se realiz6 el
analisis in silico para predecir las rutas afectadas por los diferentes miRNAs y que
tuvieran alguna relacién tanto con el cancer de mama, como con el fendbmeno de

radioresistendcia.
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VIIIl RESULTADOS

8.1 Caracteristicas y generacion de lineas radioresistentes a partir de
las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231

En este trabajo, se utilizaron dos lineas celulares de carcinoma de mama: la
linea MCF-7 que es triple positivo, es decir que expresa los receptores hormonales
ER y PR, y el receptor Her-2; y la linea celular MDA-MB231, la cudl es invasiva y
por lo tanto metastasica, no expresa ninguno de los tres receptores, siendo una

linea celular triple negativo.

A partir de estas dos lineas, se generaron lineas radioresistentes, con un
esquema de radiacion parecido al que reciben las pacientes con cancer de mama.
Las células recibieron dosis de radiacion ionizante fraccionada de 2 Gy hasta
llegar al total de 30 Gy, con la ayuda de un acelerador lineal, el cuél es el equipo
utilizado para la aplicacion de la radioterapia en pacientes. Una vez alcanzada la
dosis total de 30 Gy, se realizaron los ensayos de viabilidad con azul de tripano,
proliferacion con MTT y el ensayo clonogénico, para comparar tanto la

radioresistencia como el comportamiento de ambas lineas celulares.

8.2 Determinacion de la DL50

La DL50 de las lineas MCF-7 y MDA-MB231 se determin6 mediante la

realizacidon de los siguientes ensayos:
8.1.1 Ensayo de viabilidad con azul de tripano
Se sembraron cinco cajas con 300 000 células MCF-7 y cinco cajas con 300

000 células MDA-MB231 y al dia siguiente se irradiaron con diferentes dosis
anicas (0, 2, 4, 8y 10 Gy).
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Las cajas se incubaron a 37°C y al dia siguiente, las células se despegaron
con tripsina y se contaron con azul de tripano. Este ensayo se realizo por triplicado
para determinar el promedio de células vivas en respuesta a cada dosis de

irradiacion.

En la tabla 15, se observa que en el caso de las células que no fueron
irradidas (control), el numero de células vivas es de 560 000 células en el caso de
MCF-7, y 528 000 células vivas en el caso de MDA-MB-231. Con respecto a las
células que se irradiaron con las diferentes dosis, se observa claramente una
disminucién en el namero de células con respecto al control, como va aumentando
la dosis de radiacion, observandose ese mismo patron en ambas lineas celulares.
Por ejemplo, se contaron 355 000 celulas MCF-7 en la caja correspondiendo a la
dosis de 4 Gy, mientras que el numero baj6é hasta 282 000 cuando se uso la dosis
de 8 Gy.

Los valores correspondiendo a las células sin irradiar se consideraron como
el 100% de viabilidad en cada linea celular, se calcul6 el porcentaje de viabilidad
para cada una de las dosis de radiacion con respecto al control sin irradiar y se los

datos se graficaron (Figura 6).

En la grafica, se observa que la linea celular MCF-7 presentd un porcentaje
de viabilidad ligeramente méas alto que MDA-MB231, en cada una de las dosis
Gnicas. Particularmente, se observa que la viabilidad es del 51.07% para las
células MCF-7 y del 50.37% para las células MDA-MB231, cuando se utilizo la
dosis de 8 Gy. Por lo que se pude concluir que la DL50 determinada por el ensayo

de viabilidad es de 8 Gy para ambas lineas celulares.
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Tabla. 15 Ensayo de viabilidad para MCF-7 y MDA-MB-231 a diferentes dosis

Lineas celulares
Dosis MCF-7 MDA-MB231
Gy # células # células % # células # células %
inicial final inicial final
0 300 000 560 000 100 300 000 528 000 100
2 300 000 472 000 84.28 300 000 422 000 79.92
4 300 000 355 000 63.39 300 000 321 000 60.79
8 300 000 282 000 51.07 300 000 266 000 50.37
10 300 000 210 000 37.5 300 000 155 000 29.35
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Figura 6. Ensayo de viabilidad con azul de tripano. Se observé claramente la disminucion en el

namero de células con respecto al control y con respecto al aumento de la dosis.

8.2.2 Ensayo de Proliferacion

Se realizd este ensayo para evaluar la proliferacion de ambas lineas
celulares mediante el ensayo MTT, a diferentes tiempos (24, 48 y 72 hrs), y en
respuesta a diferentes dosis de radiacion (0, 2, 4, 8 y 10 Gy). Para esto, se
subcultivaron 5 000 células/pozo, utilizando las células previamente irradiadas con
las diferentes dosis (0, 2, 4, 8 y 10 Gy) en el ensayo de viabilidad con azul de

tripano, por triplicado para cada dosis, en tres diferentes cajas de 96 pozos, una
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para 24 hrs, una para 48 hrs y una para 72 hrs. Y se analiz6 la viabilidad mediante
el ensayo MTT.

En ambas lineas celular, se observé una disminucién en la densidad Optica
(DO) comparando con el control (tabla 16), ya que las células no fueron capaces
de reducir el MTT a formazan después del dafio generado por la radiacién. tanto a
las 24, 48 y 72 hrs. Esto refleja una disminucion en la proliferacion como va

aumentando la dosis,

A partir de los valores de la D.O, se calucul6 el porcentaje de proliferacion,
tomando como el 100% el valor de la D.O del control (figura 7). En la grafica, se
observa que la linea celular MCF-7 es un poco mas resistente a la radiacion, ya
gue presenta un porcentaje de proliferacion de 49.28% a los 10 Gy, mientras que
la linea MDA-MB231 presenta un porcentaje de proliferacion de 45.55% a esta
misma dosis. Ademas, se observa que la viabilidad es del 53.32% para las células
MCF-7 y del 50.28%.para las células MDA-MB231, cuando se utilizo la dosis de 8
Gy. Por lo que se pude concluir que la DL50 determinada por el ensayo de

proliferacion es de 8 Gy para ambas lineas celulares.

Tabla 16. Ensayo de proliferacion para MCF-7 y MDA-MB231 en respuesta a

diferentes dosis de radiacion.

Dosis Lineas celulares
Gy MCF-7 MDA-MB231
DO 24 DO 48 DO 72 % % % DO DO DO % % %
24h 48h 72h 24 48 72 24h 48h 72h
0 0.255 0.344 0.476 100 100 100 0.232 0.303 0.423 100 100 100
2 0.175 0.193 0.216 68.45 56.2 45,38 0.142 0.162 0.172 61.03 53.45 40.66
4 0.144 0.176 0.184 56.45 51.16 38.72 0.124 0.145 0.143 53.43 47.75 33.81
8 0.136 0.151 0.154 53.32 4399 3249 0.117 0.132 0.134 50.28 43.46 31.75
10 0.126 0.145 0.146 49.28 42.24 30.81 0.106 0.120 0.127 4555 39.62 30.18
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Figura 7. Ensayo MTT, Porcentaje de proliferacion. Se puede observar la disminucion en el
porcentaje de proliferacion en ambas lineas celulares con respecto al aumento de la dosis y el tiempo de
incubacién, debido al dafio generado por la radiacion.

Este ensayo se realiz0 a estos diferentes tiempos para observar el
comportamiento de las células con respecto al aumento de la dosis y ver si con el
transcurso del tiempo, el dafio generado por la radiacion, presentaba el mismo
patrén o las células se recuperaban a las 72 hrs. Con los datos obtenidos a las 48
y 72 hrs, se observé que el dafio generado por la radiacion, repercutia tanto en la

muerte celular, como en la capacidad de proliferar de las células.

8.2.3 Ensayo Clonogénico

Se realizo este ensayo para ver la capacidad de ambas lineas celulares de
formar colonias despues de ser tratadas con diferentes dosis de radiacién. En
ambos casos, se tomaron células de las cajas previamente utilizadas en el ensayo
de proliferacion. Se utilizaron 1 000 células irradiadas con 2, 4, 8 0 10 Gy, y su

control sin irradiar, se sembraron en una caja de seis pozos y se incubaron por
dos semanas a 37°C.

Después de las dos semanas, las células se tifieron con cristal violeta y se

observaron al microscopio (Figura 8) para poder identificar las colonias que
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tuvieran al menos 50 células, las cuales se consideran como colonias

clonogénicas.

Figura 8 Colonias clonogénicas de la linea MCF-7. Se contaron las colonias en el microscopio y se
observo que en los pozos de las dosis 2 (b) y 4 Gy (c), se formaron en la mayoria colonias clonogénicas,

pero en los pozos de las dosis 8 (d) y 10 Gy, se formaron tanto colonias clonogénicas como no clonogénicas.

En ambas lineas celulares, se observd un menor numero de colonias
clonogénicas comparado al control (Figura 9). En ambos casos, se observaron
colonias en todos los pozos correspondientes a las diferentes dosis, 2, 4, 8 y 10
Gy, pero el numero de colonias fue disminuyendo en mismo tiempo que iba
aumentando la dosis (tabla 17). Asi, el nimero de colonias clonogénicas para el
control fue de 932 para la linea MCF-7 y 895 para la linea MDA-MB231.
Particularmente, se formaron 513 colonias en el caso de MCF-7 y 498 colonias en
el caso de MDA-MB-231, cuando se trataron ambas lineas con 8 Gy de radiacion.
Por lo que se pude concluir que la DL50 determinada por el ensayo clonogenico

es de 8 Gy para ambas lineas celulares.

Figura 9. Ensayo clonogénico. Se tomaron fotos de los pozos de las diferentes dosis de radiacion y
su control, se puede observar claramente una disminucion de las colonias con respecto al aumento de dosis

(panel a control; panel b 2Gy; panel c 4Gy; panel d 8Gy; panel e 10Gy)
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Tabla 17. Numero de colonias clonogénicas a diferentes dosis

Dosis Colonias formadas Plating Efficiency (P.E %) Survival Fraction (SF)
(Gy)
MCF-7 MDA-MB231 MCF-7 MDA-MB231 MCF-7 MDA-MB231
0 932 895 93.2 89.5 1 1
2 812 794 0.7567 0.7106
4 659 614 0.6141 0.5495
8 513 498 0.4781 0.4457
10 224 195 0.2087 0.1745

A partir del nimero de colonias clonogénicas de las células control, se
calculd el porcentaje de eficiencia de sembrado o Plating Efficiency (P.E.) para las

células no irradiadas (control) (tabla 17) con la siguiente formula:

% P.E. = NUmero de colonias clonogénicas x 100

NuUmero de células sembradas

Obteniéndose un valor de P.E. de 93.2% para la linea MCF-7 y 89.5% para
la linea MDA-MB23.1

Posteriormente, se calculd la fraccidn de sobrevivencia o Survival Fraction
(SF) correspondiente a cada una de las dosis para ambas lineas (tabla 17) con la

siguiente formula:

SF = NUumero de colonias clonogénicas después del tratamiento x P.E

Numero de células sembradas
Los valores de SF asi obtenidos se graficaron en funcion de la dosis (figura

10), lo que permiti6 determinar que la DL50 determinada por fraccion de

sobrevivencia es de 8 Gy para ambas lineas celulares.
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Figura 10. Ensayo clonogénico. Fraccion de sobrevivencia para las lineas celulares MCF-7 y MDA-

MB231 a diferentes dosis de radiacion.

8.3 Caracterizacién de la radioresistencia en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB231 radioresistentes

Una vez alcanzada la dosis total de 30 Gy con el esquema de radiacion de
dosis fraccionada de 2 Gy, se procedid a caracterizar las células MCF-7 RR y
MDA-MB-231 RR asi generadas mediante la realizacion de los mismos ensayos
de viabilidad, proliferacion y clonogenicidad, utilizando células irradiadas con la
DL50 de 8 Gy previamente definida, eso con la finalidad de verificar que las lineas
radioresistentes (RR) se comportaban realmente como radioresistentes en

comparacion a su control radiosensible (RS).

8.3.1 Ensayo de Viabilidad para determinar la radioresistencia de las lineas MCF-
7 RR y MDA-MB-231 RR.

Para este ensayo, se sembraron dos cajas con 300 000 células
radioresistentes (RR) cada una y dos cajas con 300 000 células radiosensibles
(RS) cada una. Al dia siguiente, se irradié una caja con células RR y una caja con

células RS con DL50 de 8 Gy, mientras que una caja con células RR y una caja
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con células RS no se irradiaron. Al dia siguiente, las células se despegaron con

tripsina, se tifieron con azul de tripano y se contaron. En la tabla 18 se muestra el

promedio del numero de células de los ensayos realizados por duplicado.
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Tabla 18. Ensayo de Viabilidad para determinar la radioresistencia en MCF-
7y MDA-MB231

MCF-7 MDA-MB-231
# Cel. final % de # Cel. final % de
Viabildiad Viabilidad
RS 0 Gy 500 000 100 485 000 100
RS 8 Gy 220 000 44 195 000 40.2
RR 0 Gy 460 000 100 440 000 100
RR 8 Gy 325000 70.65 300 000 68.2

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad de las células irradiadas, tomando
como el 100% el numero de celulas RS y RR sin irradiar (RS 0 Gy y RR 0 Gy)

respectivamente, y se graficaron los porcentajes (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo de Viabilidad para determinar la radioresistencia en las lineas celulares MCF-7
RR y MDA-MB231 RR con respecto a su control RS
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En la grafica, se puede observar que las lineas MCF-7 RR y MDA-MB-231
RR, presentaron un porcentaje de viabilidad mayor que el control RS, después de
haber recibido la DL50 de 8 Gy. En el caso de MCF-7 RR, el porcentaje de
viablidad fue de 70.65% en comparacién a la MCF-7 RS que fue de 44%. Para
MDA-MB-231 RR, el porcentaje de viabilidad fue de 68.2% en comparacion a la
MDA-MB-231 RS cuyo porcentaje de viabilidad fue de 40.2%. Estos datos
confirman que las lineas celulares MCF-7 RR y MDA-MB231 RR se volvieron

radioresistentes, siendo un poco mas resistente la linea MCF-7.

8.3.2 Ensayo de Proliferacion. Radiosensibles contra Radioresistentes.

Para este ensayo, se sembraron 5000 células RR y RS por pozo, por
triplicado, en placas de 96 pozos, utilizando células irradiadas no irradiadas e
irradiadas con la DL50 de 8 Gy (RS 0 Gy, RR 0 Gy, RS 8 Gy y RR 8 Gy). Se

prepararon tres placas diferentes que se incubaron durante 24, 48 y 72 hrs a 37°C.

Posteriormente, las celulas se incubaron con MTT por 4 hrs y se determind
la D. O. de los pozos en un lector de ELISA. En la tabla 19 se muestran los datos

del promedio de la D.O a los tres diferentes tiempos.

Tabla 19. Ensayo de Proliferacion para determinar la radioresistencia de las

lineas MCF-7 RR y MDA-MB231
MCF-7 MDA-MB231

DO24 DO48 DO72 %24 %48 %72 | DO24 DO48 DO72 %24 %48 %72

RSO0Gy | 0216 0417 0.521 100 100 100 0.205 0.402 0.488 100 100 100

RS8Gy | 0105 0.205 0.221 48.77 49.12 4252 | 0103 0.192 0.201 5024 47.76 41.11

RRO Gy | 0.183 0.31 0.415 100 100 100 0.174 0301 0.397 100 100 100

RR8 Gy | 0.154 0.257 0.340 7138 61.74 6534 | 0.140 0239 0321 68.39 59.62 65.75
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Se obtuvo el porcentaje de viabilidad de las células irradiadas, tomando
como el 100% el numero de celulas RS y RR sin irradiar (RS 0 Gy y RR 0 Gy)
respectivamente, y se graficaron los porcentajes (Figura 12).
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Figura 12. Ensayo de proliferacion para determinar la radioresistencia en las lineas MCF-7 y MDA-

MB231 RR con respecto a su control RS

En la grafica, se puede observar que las lineas MCF-7 RR y MDA-MB-231
RR, presentaron un porcentaje de proliferacion mayor que el control RS, después
de haber recibido la DL50 de 8 Gy. En el caso de MCF-7 RR, el porcentaje de
proliferacion fue de 71.38% a las 24 hrs en comparacion a la MCF-7 RS que fue
de 48.77%. Para MDA-MB-231 RR, el porcentaje de proliferacion fue de 68.39% a
las 24 hrs en comparacion a la MDA-MB-231 RS cuyo porcentaje de proliferacion
fue de 50.24%.

Para los tiempos de 48 y 72 hrs, ambas lineas celulares, tanto RS como
RR, presentaron el mismo patron de disminucién en el porcentaje de proliferacion
cuando recibieron la dosis de 8 Gy, pero resaltando que las lineas RR,
presentaron un porcentaje mayor de proliferacion que las lineas RS. Estos datos
confirman que las lineas celulares MCF-7 RR y MDA-MB231 RR se comportaban

como lineas radioresistentes.
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8.3.3 Ensayo Clonogénico para determinar la radioresistencia en las lineas MCF-7
y MDA-MB231 RR

Para este ensayo, se sembraron 1000 células por pozo y por triplicado en
placas de seis pozos, utilizando células irradiadas no irradiadas e irradiadas con
con la DL50 de 8 Gy (RS 0 Gy, RR 0 Gy, RS 8 Gy y RR 8 Gy). Las células se
incubaron por 2 semanas a 37°C.

Después de la incubacion, las células se tifieron con cristal violeta y se
contaron las colonias clonogénicas (Figura 13). El ensayo se realizo por triplicado
y en la tabla 20 se presenta el promedio. EI nUmero de colonias de las células RS
0 Gy, fue de 940.33 colonias para la linea MCF-7 y de 914.66 colonias para la
linea MDA-MB231. Estos valores se utilizaron para caluclar el calcular el P.E. y la
fraccion de sobrevivencia de cada linea celular. Los datos se graficaron los
resultados (Figura 14).

Tabla 20. Ensayo Clonogénico para determinar la radioresistencia en MCF-

7 RRy MDA-MB231 RR
MCF-7 MDA-MB231

Cel sembradas Colonias P.E S.F Colonias P.E S.F

RS 0 Gy 1000 940.33 94.03 1 914.66 91.46 1
RS 8 Gy 1000 473.33 0.4451 449.33 0.4109
RR 0 Gy 1000 846.66 1 828 1
RR 8 Gy 1000 817.66 0.6922 792 0.7243
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Figura 13. Ensayo clonogénico. Fotos tomadas después de tefiir con cristal violeta. Panel a = RS sin
radiacion (RSO Gy); panel b = RS con radiacion (RS8 Gy); panel ¢ = RR sin radiacion (RRO Gy); panel d = RR
con radiacion (RR8 Gy). Células MDA-MB231
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Figura 14. Ensayo clonogénico. Fraccion de sobreviencia para determinar la radioresistencia en las
lineas MCF-7 y MDa-MB231 RR

En la grafica, se puede observar que las lineas MCF-7 RR y MDA-MB-231
RR, presentaron una fraccion de sobrevivencia (SF) mayor que el control RS,
después de haber recibido la DL50 de 8 Gy. En el caso de MCF-7 RR, la SF fue
de 0.6922 en comparacion a la SF de MCF-7 RS que fue de 0.4451. Para MDA-
MB-231 RR, la SF fue de 0.7243 en comparacion a la MDA-MB-231 RS cuya SF
fue de 0.4109. Estos resultados corroboran nuevamente que las lineas MCF-7 RR
y MDA-MB-231 RR se comportaron como radioresistentes en comparacion a su
control RS

En conclusion, los ensayos de viabilidad, proliferacién y clonogenicidad,

permiten demostrar que las lineas celulares MCF-7 RR y MDA-MB RR generadas
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por el esquema de radiacibn de dosis fraccionada., se comportaban como

radioresistentes.

8.4 Perfil de expresién de miRNAs con la técnica de Tagman Low Density

Array

Después de haberse comprobado que las lineas celulares MCF-7 RR vy
MDA-MB-231 RR, se comportaban como radioresistentes, se decidié iniciar con el
analisis del perfil de expresion de miRNAs en las células MCF-7, ya que es una
linea celular que expresa los receptores de estrégeno, progesterona y Her-2, lo
cual corresponde al tipo de cancer de mama mas comun en pacientes. Por otra
parte, no hubo diferencia en la radioresistencia con respecto a la linea celular
MDA-MB-231. Para eso se extrajo el RNA total de las células MCF-7 RRy RSy se
realizé el perfil de expresion de los miRNAs por el método de Tagman Low Density
Array (por duplicado). Los datos obtenidos, es decir el conjunto de los miRNAs
gue se expresan en las lineas MCF-7 RR y RS, estan presentado en la gréfica de
Volcano plot, la cual permite identificar los miRNAs que se expresan de manera
diferencial entre ambas lineas celulares de acuerdo al fold change y valor de p

(Figura 15). En la tabla 21, se enlistan los mMiRNAs mas significativos.

Un total de 10 miRNAs cumplen con los parametros considerados
inicialmente como significativos, es decir un fold change mayor a 2 y un valor de
p< 0.05: miR-196, miR-135b, miR-222*, miR-449b, miR-184, miR-122, miR-411,
miR-223, miR-934, miR-787 y mIR-135b*. Ademas, se consideraron 11 miRNAs
reportados previamente en cancer, aun si el fold change era menor a 2, siempre y
cuando el valor de p sea significativo: miR181a, miR-942, miR-30d, miR-30d*,
mMiR-515-5p, MiR-708, miR-95, miR-222, miR-218, miR-10a y miR-424*. Por lo que
en total, 21 miRNAs cambiaron se expresion en la linea celular MCF-7 RR en
comparacion con la linea celular MCF-7 RS, de los cuales solamente tres miRNAs
se subexpresaron (miR-196, miR181la y miR-9423) mientras que 18 miRNAs se

sobrexpresaron.
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Figura 15. Gréfica de Volcano plot para obtener miRNAs que se expresan diferencialmente en las

lineas MCF-7 RR y MCF-7 RS. Cuadrante superior derecho: miRNAs sobre expresados con valor de fold

change mayor a 2 y una p significativa = 0.05; Cuadrante superior izquierdo: miRNAs sub expresados con

valor de fold change mayor a 2 y una p significativa = 0.05
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Tabla 21. MiRNAs expresados diferencialmente en la linea MCF-7 RR

miRNA RQ Fold P-value

change

miRNA RQ Fold P-value

change

miR-196b 0.186 -2.43 0.0113 miR-10a 3683 1.88 0.032

miR-181a 1032 -165  0.0091 miR-424* | 3754 191  0.0375

miR-942 0.462 -1.11 0.0329 miR-449b | 4421 2.14 0.017

miR-30d* 12091 1.06  0.0381 miR-411 | 5.069 234  0.0452

miR-515-5p | 2501 1.32  0.0507 miR-135b | 9.394 323  0.0068

miR-708 2.541 1.35 0.0303 miR-122 10.6 341 0.0282

miR-95 2614 139 0.0529 mir-222¢ | 12.813 3.68  0.0169

miR-222  RECEEESSERNO00ES miR-223* | 1496 391  0.0014

miR-218 13.092 163  0.0097 miR-934 |126.71 698  0.0529

miR-135b* | 234.32 7.87 0.015

8.5 Expresion de cinco miRNAs modulados en la linea MCF-7
radioresistente.

Se validaron por gRT-PCR cinco miRNAs de interés, esto para comprobar
con otra técnica la expresion de estos miRNAs en nuestro sistema. Se escogio el
miR-135b* por ser el mIRNA méas sobre-expresado en nuestro modelo de
radioresistencia (fold change = 7.87), el miR-10a, miR-122 y el miR-222 por ser
mMiRNAs previamente reportados en cancer, y el miR-222* por ser un miRNA no

reportado en cancer (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de cinco miRNAs. Se realizé la validacion de 5 miRNAs por q-RTPCR para

comparar la expresion obtenida por el método de TLDA.

En la figura 16, se observa que por gRT-PCR, los cinco miRNAs se
sobreexpresaban en las células radioresistentes en comparacién a las células
radiosensibles, tal y como se habia obtenido con el método de TLDA. Esta
experimento se realizé por duplicado para poder obtener una p< 0.05 y un fold
change promedio mayor a 2 con la ayuda del programa de asistencia Data assist,

comparando a la linea MCF-7 RS con la linea MCF-7 RR.

8.6 Prediccion de genes blanco y procesos biolégicos afectados por

los miRNAs modulados en las lineas radioresistentes.

Después de haber determinado los miRNAs que se expresan de manera
difrencial en la linea celular MCF-7 RR, se realizé una busqueda bibliogréafica para
saber si los miRNAs modulados en las lineas radioresistentes, estaban

previamente reportados en cancer (Tabla 22).
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Tabla 22. miIRNAS expresados diferencialmente en las lineas MCF-7 RR y

reportados previamente en otros tipos de cancer.

miRNAs Blanco validado Tipo de cancer Referencia

miR-708

FOXO3/Survivina

Leucemia/C Renal

Bo-Wei Han et al 2011

/Saini et la 2010

miR-222 ERalfa, PR, CAV1, CAV2, PTEN, CDKN1B, BIM, TSC1, FOXO3 C de mama Gianpiero et al 2010
/p27(Kipl) /C. de mama /Miller et al 2008
miR-10a RB1CC1, ARNT, GTFH1, ID4, Leucemia Mieloide Aguda Bryant et al 2012
KLF4, MAPRE1, NR4A3, RB1CC1, TFAP2c /C. pancreatico /Ohuchida et al 2012
/HOXA1 /C. de mama /Progribny et al 2010
/HOXD10
miR-95 SNX1 C. colonorectal Huang et al 2011
miR-122 CPEB Fibroblastos* Burns et al 2011
miR-218 Robol C. gastrico Jun et al 2010
/Robo1l, BIRC5 /C. Nasofaringeo /Nehd et al 2011
/LAMB3 IC. cérvix /Martinez et al 2008
/ECOP(via NFkB) C. gastrico [/Caiping et al 2010
miR-184 Akt2 Neuroblastoma Niamh et al 2010
miR-196b HOXC8 C. de mama Yong et al 2010
miR-30d P53 C. de pulmén Munish et al 2011
miR-181a ATM C. de mama Yujun et al 2011

De los 21 miRNAs modulados en la linea MCF-7 RR, 12 miRNAs ya
estaban reportados para a algun tipo de cancer: miR-708 en leucemia y cancer
renal; miR-222 en cancer de mama; miR-10a en leucemia, cancer de pancreas y
cancer de mama; miR-95 en cancer de colon; miR-218 en cancer gastrico,
nasofaringeo y cancer de cérvix; miR-196b en cancer de mama; miR-30d en
cancer de pulmén; miR-181a en cancer de mama; miR-449b en cancer ovarico;
miR-411 en cancer de mama; miR-184 en neuroblastoma; miR-135b en cancer de

mama. Pero para solamente 10 de estos miRNAs, se conocen blancos validados
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relacionados con cancer. Los otros miRNAs identificados en el presente no han
sido reportados en cancer hasta la fecha (miR-942, miR-934, miR-30d*, miR-221*,
mMiR-135b* y miR-223%*).

Después de la busqueda bibliogréfica, se realizé el analisis in silico de los
genes blanco para cada mIiRNA expresado diferencialmente en diferentes
funciones relacionadas con cancer, utlizando los tres diferentes programas
previamente citados, los cuéles se basan en la complementareidad de los miRNAs
con los posibles genes blanco (Tabla 23). Se consideraron seis funciones
relacionadas con cancer y radioresistencia, las cuales son: ciclo celular,

reparacion de dna, apoptosis, transcripcion, migracion y proliferacion.

Para cada uno de los miRNAs, se encontraron diversos blancos
relacionados con las funciones y eventos mencionados anteriormente, sugiriendo
gue la desregulacion de la expresion de estos miRNAs, puede afectar a uno o
varios blancos de diferentes mecanismos, provocando cambios fenoétipicos en las

celulas, en este caso radioresistencia.
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Tabla 23. miRNAs diferenciales y sus genes blanco

hsa-miRNA Ciclo celular Reparacion Apoptosis Transcripcion Migracion/
DNA Proliferacion
mir-196b E2F7, BCAT1, ABL1, RAD23, ABL1, DDX19B, EPHA7, BCL11A, Bachi, M: IGF1, MAP3K1,
CREBL2, CDC25A, EPC2, EYA4 BIRC6, ABL1, E2F7, EIf4, SRY11, Pard6b, pdgfra
CDKN1B, GAS7, CDKN1B, Igf1, SRY12, Bnc2,
RCC2, ZMYND11 MAP3K1, NRAS, CREBL2, EBF1, P: EIf4, SOX11,
PRUNE2, RXFP2 CDYL, FOXP2, BCAT1, CDC25A,
HAND1, HLF, EPS15, Igfl, OSMR
HOXAS5, HOXAZ,
HOXA9, HOXBS,
HOXB7, HOXBS,
HOXCS, Lcor,
mecp2, PBX3,
ZBTB39, ZNF200,
ZNF507,
mir-181a GLI2, Glis3, JAZF1, BCL2, Bag4, ARID2, Bach2, M: CD2AP, KITLG,
kIf15, ZIC2, ZIC3, BCL2L11, Bmf, CEBPA, CREBXf, Six4, BAGALT1,
ZIC4, EGR1, EGR2, MADD, ARHGEF3, | E2F5, E2F7, GATAS, Astnl, CDH13,
PLAG1, ZBTB34 TIMP3, XIAP, GLI2, JAZF1, KLF15, Col5a1, DCLK1,
ARNT2, CREB1, KLF6, LMX1A, MGA, | FLT1, LAMC1, LRP6,
Casp10, CARD11, MYCBP2, NAB1, MMP14, Phox2b,
CULS, Esr1, PAWR, RORB, Ppap2b, PLAU,
Hsp90b1, HIPK2, SMAD3, SMAD7, Pafah1bl, PODXL,
HSPAS, IL1a, SOX5, SOX6, SP1, PRKG1, SEMA3C,
MAPK1, Map3k10, TARDBP, TMF1, Srf, TNS1, TNS3,
PAK7, PCGF2, Tgif2, YY1, CREB1, | TGFbri, TNF, VAX1
KCNMAL, Prkce, MYCBP, CCNK,
BCLAF1, ATM, CCR®6, CDKS,
TGFbr1, TNF, KRAS HOXA1, HOXA11,
HOXBS, HOXCS,
HOXD1, PBX3,
BCLAF1, ZNF449,
ZNF800
mir-942 CHEK1, CREBBP, ATMIN, CHEK1, API5L1, BNIP1, Akna, CREBBP, M: LHX6, MDGA1,
SMAD2, SMAD4, CRY2, HIPK2, GRAMDA4, HIPK2, DNMT3A, KLF3, CLASP2, EDN3,
CDK6 MAPK14, PEG10, SGMS1 RBMS, SMAD2, LAMCI, LRPS,
SMAD4, SMAD7, TNS1, ZEB2
SOX11, DLX3,
MAPK14, Rreb1, P: CD160, COPS2,
ZNF238, ZNF235 CREBBP, SOX11,
EMP2, MTCP1,
PDPN, TGFa, ZEB2
mir-30d SMAD1, SMAD2, ADAMS9, BCL11B, AFF3, AFF4, M: ADAMS9,
FOXG1, NEFL, BNIP3L, KLF10, BCL11B, BCOR, WDR44, GNA13,
NDEL1, LYN PAWR, RASA1, CNOT6, E2F7, HDACY, ITGB3,
SOX9, TIMP3, KLF10, KLF12, KLF9, NF1, PTPRK
AVEN, CASP3, MLXIP, SMAD1,
IGFR2, IL1, IL2RA, SMAD2, SOX9, P: BCL11B, E2F7,
NF1, Rarb, socs3 ATF1, CCNK, KLF10, PAWR,
FOXD1, HOXA1, SMAD1, SMAD2,
NFIB, Rarb, ZNF238, | CASP3, IL1, IL2RA,
ZNF382 NF1, NFIB, Rarb
mir-515-5p CCNT2, Maprel, BTG2, Smcla, APIS, BAG1, RYBP, AFF4, BTG2, M: ISL1, ABI2, DCX,
Mapre2, PKHD1, Ube2b SLTM, TIAM1, CREBZF, Gatad2b, IL16, OPHN1,
Smcla, TACC1 GADD45b, HRK, ISL1, KLF3, RCOR2, SGPL1
MEF2D, SGPL1 RYBP, SOX12,
TBX21, TBX4,
CCNT2, HOXC10,
IL16, NFIB, VEZF1,
ZNF248, ZNF322A,
ZNF582, ZNF607
mir-708 HTRA2, CASP2, PRDM2, SETDB1, P: Raplb, GNG12,

FOX03, NRAS,

SMAD4, SMARCC2,

NRAS, STK4
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Rarg, STK4, TEX261

CCNL2, EN2, EYA3,
FOXJ3, FOXO3,
HOXB3, JMJDS,
NFE2L2, Rarg,

TRPS1
mir-95 P: GNAI2, SHOX2
mir-222 CD2AP, E2F2, BBC3, HIPK1, HIPK2 AKAP13, BBC3, ARID1A, BMI1, M: CXCL12, ITGB3,
SH3BP4, CDKN1C, BCL2L11, BMF, CREBZF, E2F2, KDR, MIA3, PIK3R1,
TET2, TCF3, VASH1 APAF1, CDKN1B, FOXO3, HOXA7, THBS1
ESR1, HIPK1, IKZF4, NRK, SOX10,
HIPK2, NTF3, SOX11, CUX2, P: BMI1, CD47,
SOCS3, SNCB, CDKN1B, ESR1, ASPH, CDKN1B,
THBS1, TP53BP2, FOXN2, HIPK1, GNAI2, HIPK1,
PAK1 HIPK2, NTF3, NFYB, HIPK2, KDR, THBS1
TCF12, TCF3, TCF4,
ZEB2, ZNF385A,
ZNF629, ZNF654
mir-218 ARL3, CABLES1, BRCC3, BTG2, Atrx, Arfé, Kcnip3, AFF4, ARID4B, M: GAB2, MDGAL1,
IKZF1, RASSF2, BRCA1, HMGB1, MCF2, phf17, BCL11A, BCL11B, SATB2, CDH2,
BRCA1, CHFR, JMY, POLH, pold3, RYBP, RASSFS5, BMI1, BTG2, CCDC88A, DCC,
CDK6, FOXN3, TRAF5, BRCA1, CNOT2, CREBZF, DCX, DCLK1,
HCFC1, PPP1CC, DCC, ELMO1, DPF3, GABPA, NEUROD4,
PTP4A1, RCBTB1, GRIK2, ITSN1, IKZF1, JDP2, KLF12, | PLXNA2, RELN, RET,
SPAST, SMPD3, KALRN, RFFL, KLF3, KLF9, RCOR1, ZEB2
TLK2, TACC1 SERBP1, LIFR, RYBP, SATB2,
RARA, ERBB4 SOX11, SOX5, SP1,
TBX15, TGIF2,
CDCA7L, CBX7,
EBF1, EBF3, FOXN3,
HOXA10, HOXB3,
HOXD10, HIC2,
MED1, MED12L,
MED17, MYTIL,
NFE2L1, PBX2, rarA,
ST18, TCF12,
TCF20, TCF4,
TRRAP, ZBTB11,
ZMIZ1
mir-10a E2F3, E2F7, Papds5, BCL6, BCL2L11, BCL6, BACH2, P: BCL6, E2F3,
btrc, CAMK2G, BCL2L2, DPF2, CNOT6, E2F3, E2F7, E2F7, KLF11,
CDK6, MAPRE1, PIK3CA, TBXS5, GATASG, KLF11, SMAD?2, ST8SIA1,
SMAD?2, UBE2I, TIAM1, BDNF, SMAD?2, TBXS5, TBX5, BDNF, CDK®,
ZMYND11 GCLM, MAP3K7, MYCBP, EBF2, HDAC4, HOXA3,
ESRRG, GTF2H1, NR5A2, JARID2,
HOXA3, HOXB3, SERPINE1
HOXD10, JARID2,
MED1, MTF1,
MYT1L, NCOR2,
ZNF367, ZMYND11
mir-449b E2F3, E2F5, FOSL1, ATMIN, CCND1, BCL11B, BCL2, AFF4, ARID4A, M: BCL2, IGFBP3,

SMAD4, CDC25A,
CCND1, CCNE2,
CDK6, CDKN1C,

DBC1, FOXG1,
FOXN3, GAS1,
HNF4A, PDCD4,
PKIA, SIPA1

DGKZ

FOSL1, NOTCH1,
NOTCH2, SOX4,
ABR, CASP2, CYCS,
EI24, GAS1,
HSPA1A, IGFBP3,
ILGR, ITSN1,
NR4A2, SYVN1

BCL2, CRTC1, E2FE,
E2F5, FOSL1,
GATAD2B, LASSS,
NOTCH1, NOTCH2,
PKNOX1, SATB1,
SATB2, SMAD4,
SOX4, TAF4B, TAFS,
TGIF2, YY1,
CREB3L1, CREBS,
CAMTA1, CDKN1C,
ELL2, FOXG1,
FOXJ2, FOXN2,
FOXN3, FOXP1,
FOXP2, MTA2,
NCOA1, ONECUT2,

IL6R, JAG1,
MAP2K1,
ONECUT2, PTPRM,
RRAS, VCL

P: BCL2, KITLG,
AREG, CDC25A,
CSF1R, GNAI2,
LGR4, LGI1, MET,
MAP2K1, PRKD1,
SIPA1, UHRF2,
UCN2
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TCF12, ZFHX4,
ZNF281

RYBP, MAP3K1,

CREBZF, NAB1,

M: POU4F1, CDH2,

mir-411
PREX1, SEMA3A POUA4F1, RYBP, ZFAND5
SMAD4, SP1, SP2,
YAF2, EIF2C1, P: SMAD4, FOXO1,
FOXO1, MAP2K1, ERBB4
MAP3K1, ZNF518A
mir-184 CBX®6, EIF2C2,
HIF1AN, ILF3,
NCOR2, NR4A2, SF1
mir-135b Arhgef2, ACVR1B, BCL2L2, BNIP2, AEBP2, BCL11A, M: PTK2, SIX4,
APC, CCNG2, DPF1, STAMBP, BCLOL, BACH1, COL5A1, CTTNBP2,
CLASP1, FOXN3, ACVR1B, COL4A3, ELK1, GATA3, RPS6KB1, ZFANDS,
GAS7, INHBA, FOXO01, GHR, KLF13, KLF3, KLF4, SDCBP
IZTS1, NPAT, PIM2, HIPK3, INHBA, MYST4, POU2F3,
PLAGLL, TXNIP, NET1, PAK7, PIM2, RCOR1, RYBP, P: CD47, KLF4,
TLK1 PLAGL1, RARSB, RBM9, SETD7, SIX4, RBM9, SMAD4,
TXNIP SMAD4, SMADS, STAMBP, ATF3,
SP1, SP3, TAF4, APC, ESRRA,
YBX2, ATF3, CREG1, FOXO1, FRK,
CUX2, EBF1, FOXK1, HDAC4, NF1,
FOXN2, FOXN3, NAMPT, PGR,
FOXO1, HDACA4, RARB, TXNIP,
HOXA10, HIF1AN, TGFBR2, VASH2
INHBA, MYT1L,
RARA, RARB,
ZNF143, ZNF217,
ZNF236, ZNF302,
ZNF362, ZNF652,
ZNF772
mir-122 RASSFS5, EPO, BACH2, GATAD2B, P: EPO, FGF1,
FOX03, MEF2D, PHF19, SOX11, FOXP2, LAMCL,
PEG10, PKM2 TEAD3, CTNND2, PRKRA
CUX1, ESR1, FOXK2,
FOXO03, FOXP2,
HIF3A, NFATS5,
SNX6, ZBTB41
mir-934 SKP1, CUL3, EVI5, ADNP, CUL3, ESR1, | AFF3, EAF1, LMO4,

ILF3, PDPN, SPIN1,
SPIN2A, SPIN2B,
UBE2E1

KCNMA1, PRNP,
PRKCA, BCLAF1,
TNFRSF25, YWHAZ

PRDM2, TEAD1,
ADNP, ESR1, ILF3,
MLL3, NR5A2,
NFYB, RUNX1T1,
BCLAF1, ZNF217
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer de mama es la primera causa de muerte en mujeres a nivel
mundial y en México. Uno de los principales tratamientos para combatir el CM es
la radioterapia, pero se ha observado que un niumero importante de pacientes no
responde al tratamiento, presentando un promedio de vida de entre 2 a 5 afios. En
el 2011, Arndt-Christian Muller y colaboradores realizaron un estudio retrospectivo
desde 1993 al 2003, en el cual se recolectaron datos de 42 mujeres con CM que
recibieron radioterapia después de haber sido sometidas a cirugia conservada,
donde se encontré un porcentaje de sobrevivencia después de 5 afios del 59%,
mientras que el 41% de las pacientes tuvo recurrencia de la enfermedad entre los
2 y los afios después de haber terminado el tratamiento con radioterapia.

Ya se han estudiado diferentes mecanismos y moléculas relacionados con
la resistencia a la radioterpia. En el 2004, Jameel y colaboradores, realizaron una
busqueda bibliografica para conjuntar los mecanismos involucrados en la
resistencia a la radiacion en CM, encontrando varios estudios en mecanismos
relacionados con la proliferacion celular (VEGF, IGFR, EGFR), evasion de la
muerte celular (BCL-2), reparacién de DNA (BRCA-1 y BRCA-2) y control del ciclo
celular (p53), los cudles presentan una desregulacion genética, ya sea mutaciones
en los genes que codifican para estas proteinas, como la regulacion de la
expresion de dichas moléculas, desencadenando la activacion de diferentes vias y

generando una resistencia a la radiacion ionizante.

Uno de los principales reguladores de la expresion genética son los
mMiRNAS, los cudles ya han sido descritos tanto en cancer como en la resistencia a
radiacion ionizante. Se han realizado diferentes estudios, relacionando el perfil de
expresion de los miRNAs con la respuesta a la radiacion. En 2009, Sangsu y
colaboradores, realizaron un perfil de expresion de miRNAs en lineas celulares de

cancer de pulmén después de ser sometidas a diferentes dosis de radiacion
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ionizante, encontrando la expresion diferencial de miRNAs en las lineas que
recibieron la radiacibn comparado con el control sin radiacion. Realizaron un
andlisis in silico para determinar los posibles blancos de los miRNAs diferenciales
y encontraron que la mayoria de los blancos, estaban involucrados en
mecanismos como apoptosis, ciclo celular y reparaciéon de DNA (Tabla 6). En el
2011, Niomeller y colaboradores, realizaron un estudio similar pero con lineas
celulares de cancer de cabeza, cuello y cerebro, donde encontraron que los
miRNAs diferenciales tenian como posibles blancos a moléculas relacionadas con
mecanismos de proliferacion, metastasis, ciclo celular y apoptosis. Estos estudios,
arrojaban datos importantes para poder relacionar la expresion de los miRNAs con

la respuesta a la radiacion.

En el presente trabajo, se gener6 un modelo de lineas celulares de CM
(MCF-7 y MDA-MB231) resistentes a radiacion para posteriormente obtener el
perfil de expresion diferencial de miRNAs en las células MCF-7 radiosensibles y
radioresistantes. Los resultados mostraron que 21 miRNAs cambiaron su
expresion en la linea celular radioresistente. Algunos de esto ya habian sido
reportados en cancer, con blancos validados en diferentes tipos de cancer (miR-
708, miR-222, miR-10a, miR-95, miR-122, miR-218, miR-184, miR-196b, miR-30d,
miR-181a). Pero so6lo siete miRNAs estaban reportados en cancer de mama. De
manera interesante, seis de los miRNAs identificados en este trabajo no han sido
reportados en algun tipo cancer (miR-942, miR-934, miR-30d*, miR-221*, miR-
135b* y miR-223*). Los posibles blanco moleculares de dichos miRNAs estan
involucrados en diferentes funciones relacionadas con cancer y radioresistencia,
tales como ciclo celular, reparacién de dna, apoptosis, trancripcion, migracion y
proliferacion. Esto podria explicar como la modulacién de estos miRNAs esté

relacionada con la resistencia a la radioterapia en CM.

El trabajo de Sangsu y colaboradores (2009) mostro la sobreexpresion del
miR-30Db, el cual pertenece a la misma familia de uno de los miRNAs encontrados

en el presente estudio, el miR-30d, el cual también se sobreexpresa en nuestro
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modelo de radioresistencia. Ambos mMIRNAs tienen blancos moleculares
relacionados con apoptosis, ciclo celular y reparacion del DNA, indicando que la

familia del miR-30, podrian estar relacionada a dicha resistencia.

Se han realizado algunos estudios sobre la expresion de miRNAs en
relacibon a la resistencia a la radioterapia en cancer. En el 2011, Ping y
colaboradores demostraron que el miR-17-92, estaba relacionado con la
resistencia a la radioterapia en linfoma. La sobreexpresién del miR-17-92 en
células de linfoma radiosensibles, indujo un aumento de la proliferacién celular y
sobrevivencia, y una disminucion de la muerte celular en respuesta a diferentes
dosis de radiacion. También observaron que el supresor de tumor PTEN,
disminuia su expresion al sobre-expresar el miR-17-92 y que la actividad de AKT
aumentaba, siendo el primer estudio en demostrar que la expresion del miR-17-92

aumentaba la radioresistencia en linfoma.

En el 2012, Salim y colaboradores demostraron que el miR-204 estaba
relacionado con la resistencia a la radioterapia en pulmén. Los autores generaron
lineas de cancer de pulmoén no pequefas resistentes a radiacion, y observaron la
sobre-expresion del miR-204. Por otra parte, la inhibicién de la expresion del miR-
204 sensibilizé a las lineas celulares resistentes a radiacion, esto mediante la
activacion de la muerte celular por apoptosis y senescencia.

Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado ningun estudio
relacionado al perfil global de expresion de miRNAs en respuesta a la radiacion
ionizante ni la resistencia a ésta en CM, por lo que este trabajo es el primero que

se realiza para este modelo.
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X. CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo de radioresistencia en lineas celulares de carcinoma de
mama, en base a dosis fraccionadas de 2 Gy hasta un total de 30 Gy, el cudl es

un modelo similar al recibido por las pacientes con cancer de mama.

El modelo de radioresistencia generado en este trabajo, modula la expresion
de miRNAs en cancer de mama, obteniéndose un total de 21 miRNAs

diferenciales

Los miRNAs diferenciales en las lineas celulares de carcinoma de mama
radioresistentes potencialmente regulan genes que participan en procesos

biolégicos relacionados al cancer y a la radioresistencia.

La radioresistencia puede estar generada por un cambio en el perfil de

expresion de miRNAs en cancer de mama.
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XI. PERSPECTIVAS

- Realizar un analisis protedmico con la técnica de geles bidimensionales
para comparar las proteinas expresadas en las lineas celulares MCF-7
RRYRS.

- Correlacionar el perfil de expresion de los miRNAs con el analisis
protedmico para determinar posibles blancos relacionados al mecanismo

de radioresistencia.

- Inhibir la expresion de algunos miRNAs previamente reportados en
cancer de mama y mecanismos relacionados con la radioresistencia,

para evaluar si estos miRNAs estan involucrados en dicha resistencia.

- Realizar el perfil de expresiéon de miRNAs en tumores y correlacionarlo
con el perfil de expresion de miRNAs en las lineas celulares MCF-7

radioresistentes.
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