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TITULO: Evaluacién de miRNAsy/o genesimplicados en los mecanismos de resistenciaa

doxorrubicinaen MDA-MB-231 resistentes versus MDA-MB-231sensibles.

RESUMEN: El cancer de mama es uno de lostumores mas frecuentes entre las mujeres de todo
el mundo. Avances recientestanto en diagndstico como en tratamiento estdn dando resultados
prometedores con unaumento notable de lasupervivencia. Sin embargo, larecurrenciade esta
enfermedad es un obstdculo para su curacién ya que alrededor del 40% de los pacientes con
cancer de mamarecaeny entre ellos, un 60-70% sufren metastasis. El cancer de mama triple
negativo es untipo de cdncer muy agresivo, con alto grado de metdstasisy un bajo prondstico.
Actualmente, este grupo de pacientes dispone Unicamente de quimioterapia para ser tratado.

No obstante, existen pacientes que presentan resistencia a este tratamiento.

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo consistié en analizar los miRNAs (hsa-miR-27a-
5p, hsa-miR-27b-5p, hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-424-3p, hsa-miR-1972, hsa-miR-23a-5p, hsa-
miR-1275) y los genes ( CDC25A, SIRT1, CCNE2, E2F1, CDK2, GMNN, BCL2, E2F3) como posibles
mecanismos implicados en la resistencia al quimioterapico doxorrubicina en cdncer de mama
triple negativo. Porotrolado, se evalud laexpresidon del miRNA hsa-miR-200c-3p como posible
modulador de los genes CDK2 y CCNE2. Para ello, se utilizo la linea celular MDA-MB-231 con y
sin resistencia adquirida a la doxorrubicina. Ambas lineas celulares se sometieron a una
concentracién de 5uM durante 24 horas. Posteriormente, los niveles de expresién de los

miRNAs y genes seleccionados fueron evaluados mediante RT-PCR.

Los resultados no mostraron una posible relacién entre los miRNAs evaluados y la resistenciaa
la doxorrubicina. Sinembargo, en el andlisis génico se observéd una expresion diferencial de los
genes CDK2 y CCNE2 entre la lineasensible y resistente. Porlo tanto, estos resultados sugieren
una posible implicacidon de ambos genes en los mecanismos de resistencia. No obstante, el
andlisis del miRNAhsa-miR-200c-3p no mostré unaregulaciénsobre CDK2y CCCNE2 en nuestras

condiciones celulares empleadas.

PALABRAS CLAVE: Cancer de mama triple negativo, doxorrubicina, miRNA, genes, ciclo celular,

MDA-MB-231.
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ABSTRACT: Breast cancer is the most common cancerin women worldwide. Recent advances
in both diagnosis and treatment are giving results with a significantimprovementin the survival
of patients. Nevertheless, cancer recurrence is an obstacle to healing. Nowadays, around 40%
of patients with this disease relapse and amongst them 60-70% metastasize. Triple-negative
breast cancer is a very aggressive type with high rate of metastasis and low prognosis. At the
presenttime,this kind of canceris treated only with chemotherapy. However, there are patients

who are treatment resistant.

The aim of this work was to analyse the miRNAs (hsa-miR-27a-5p, hsa-miR-27b-5p, hsa-miR-
29b-1-5p, hsa-miR-424-3p, hsa-miR-1972, hsa-miR-23a-5p, hsa-miR-1275) and the genes
(CDC25A, SIRT1, CCNE2, E2F1, CDK2, GMNN, BCL2, E2F3) as possible mechanismsimplicatedin
the resistance of the doxorubicine. In addition, miRNA hsa-miR-200c-3p expression was
evaluated as a possible modulator of CCNE2 and CDK2. To carry out these studies, the cells lines
MDA-MB-231 andin the same line with doxorubicin resistance were used. Both lines were
cultured with 5uM of doxorubicine during 24 hours. Finally, the expression profiles of the

miRNAs and genes were measured by RT-PCR.

The obtained results did not show a possible relationship between the miRNAs and doxorubicin
resistance. However a differential expression of the genes CDK2 and CCNE2 was observed
between resistant and sensitive cell lines. These results suggest the possible involvement of
these genes in the mechanism of resistance. Nevertheless, the analysis of the miRNA has-miR-

200c-3p did not show a regulation of CCNE2 and CDK2 by our cellular conditions performed.

KEW WORDS: Triple negative breast cancer, doxorubicin, miRNAs, genes, cellcycle, MDA-MB-
231
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1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologiayfactores de riesgo en el cdncer de mama

El cdncer de mama es untumor maligno que se desarrollacomo consecuencia de anormalidades
genéticas y genera un crecimiento descontrolado de las células del tejido mamario, pudiendo
ademas invadir otros érganos y tejidos distantes como huesos, pulmones, higado o cerebro
(AECC, 2013a). Este tipo de cancer es uno de los mas frecuentes entre las mujeres de todo el

mundo, tanto en paises desarrollados como en vias en desarrollo (AECC, 2014 a).

SegunlaAsociacion Espafiola Contrael Cancer, en Espafiase diagnosticd 26.000 casos en el aio
2014. Esta organizacidon manifiesta un aumento de la incidencia anual en cancer de mama,
debido en ciertamedida, aun mayorenvejecimiento de la poblacidony aun diagndstico cada vez
mas temprano. Cabe destacar que la supervivencia aumenta anualmente entre un 1y un 4%,
aungue varia a lo largo de todo mundo, puesto que en los paises mds desarrollados existen
mejores programas de diagndstico y tratamiento (AECC, 2013b). El diagndstico temprano es
clave en estaenfermedad, puesto que el notenerun sistemade deteccidn precoz, implica que
las mujeres sean diagnosticadas en fases mas avanzadas, lo que disminuye la tasa de
supervivencia considerablemente (OMS, 2014). No obstante, el cdncer de mama supone la
primera causa de muerte por cancer en mujeres con un total de 6.075 muertes en el 2012 en
Espafia y 500.000 muertes en todo el mundo (Globocan, 2012), siendo la edad media de

fallecimiento de 66 afios (AECC, 2013b).

Existen diferentes factores de riesgo que, aunque no son determinantes, pueden aumentar la
probabilidad de sufrir cdncer de mama. Antecedentes familiares basados en mutaciones en los
genes “Breast cancer 1” (BRCA1), “Breast cancer 2” (BRCA2) o “Tumor protein P53” (p53) se
asocian con un riesgo elevado de padecer cancer hereditario, aunque explican un nimero
reducido de casos (Bosch et al. 2010; Eroles et al. 2012; Yadav et al. 2015). Por otro lado, una
exposicion prolongadaaestrégenos endégenos como unamenarquia precoz, una menopausia
tardia y una edad elevada en el primer parto también aumentan el riesgo (OMS, 2014). Por
ultimo, el consumo del alcohol, laobesidad y la falta de actividad fisica son también factores de

riesgo atribuibles (OMS, 2014).

1.2. Anatomia de lamama

Para comprender cémo se origina el cancer de mama, es necesario conocer la anatomia de la

glandula mamaria comprendida en la estructura anatémica denominada mama. Acorde con
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Thibodeau y Patton (2007), cada mama esta formada por varios |6bulos separados por septos
de tejido conjuntivo. A su vez, cada Iébulo esta formado por varios lobulillos donde se
encuentran embebidas las células secretoras conocidas como alveolos. Cada célula alveolar se
comporta como una unidad de secrecién, sintetizando y transportando los principales
constituyentes de laleche.Los lobulillos, disponende unos conductos que convergen formando
el conducto galactdforo, el cual es Unico para cada |6buloy suele haber un total de 150 20 en
cada pecho. Estos conductos galactéforos se unen antes de llegar al pezén y forman los senos
galactéforos, los cuales terminan como una pequena abertura en el mismo pezdn. Por ultimo,
encontramos el estroma, formando portejido adiposoy conectivo rodeando lasuperficie de la

glandula mamaria, justo bajo la piel y entre los |6bulos.
1.3. Clasificaciones del cancer de mama

Existen varios criterios para clasificar los diferentes subtipos de cancer de mama. Asi mismo,
éste puede clasificarse en funcidon de su localizacién, de la deteccidon de determinados

marcadores o segun el perfil genético expresado por estas células genéticamente alteradas.
1.3.1. Clasificacidnanatémica

Atendiendo ala estructurade la mama, podemos subdividir el cdncer de mama en dos grupos:
carcinomas ductales y carcinomas lobulillares (AECC, 2013c). El carcinoma ductal consiste en
una proliferacién celular maligna desarrollada en las células epiteliales que revisten los
conductos galactéforos, mientras que el carcinoma lobulillar corresponde con una neoplasia
maligna generada en los lobulillos mamarios, responsables de la generacion de la leche. En
funcidn de si se produce extravasacion celularono, estos dos grupos se denominan carcinoma
ductal in situ o invasivo y carcinoma lobulillar in situ o invasivo. El carcinoma de mama ductal

invasivo es el tipo mas comun de cancer de mama, siendo su frecuencia de un 80%.
1.3.2. Clasificacién enfuncién del perfil de expresién génico

Gracias al desarrollo de las técnicas gendmicas, ha sido posible estudiar los perfiles de expresion
génicos de las células malignas en el cdncer de mama (Perou et al. 2000). Como resultado, se ha
podido dividir este tipo de canceren seisgrupos diferentes (Perou et al. 2000; Eroles et al. 2012):
Luminal A (el cual representa el 50-60% de todos los carcinomas de mama), luminal B (10-20%),
HER2 positivo (20%), Basal (10-20%), Normal (5-10%) y “CloudinLow” (12-14%). Estos subgrupos
se diferencian entre otras cosas, por la expresion del receptor de estrogenos (RE), el receptor
de progesterona (RP), del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y

otrosgenesimplicados enlaproliferacién celularo enlaexpresiéon de citoqueratinas (CK) como



la CK5 o CK6 (tabla 1). La clasificacion de esta enfermedad en funcidn de sus diferentes
caracteristicas moleculares ha permitido entender el cdncer de mama como una enfermedad

heterogéneay posibilita el desarrollo de farmacos especificos y mas efectivos.

Tabla 1. Caracteristicas delos subtipos moleculares decancer de mama

Subtipo Frecuenda ER/PR/ CK5/6 Genes de Grado Mutaciones Prondstico
molecular HER2 EGFR proliferaddn histoldgico TP53
Basal 10-20% ER- PR- + Elevados Elevado Elevadas Malo
HER2-
HER2 10-15% ER- PR- +/- Elevados Elevado Elevadas Malo
HER2+
Normal 5-10% ER-/+ PR+ + Bajos Bajo Bajas Intemmedio
HER2-
Luminal A 50-60% ER+ PR+ - Bajos Bajo Bajas Excelente
HER2-
Luminal B 10-20% ER+/- - Elevados Intermedio  Intemrmedias Intemmedio
PR+/- / Elevado / malo
HER2-/+
Cloundin 12-14% ER- PR- +/- Elevados Elevado Elevadas Malo
Low HER2-

ER: receptor de estrégenos, PR: receptor de progesterona, HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano, CK: citoqueratinas, EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico. (Adaptada
de Eroles etal.2012)

1.3.3. Clasificacion enfuncién de marcadores

No obstante, existen limitaciones en la aplicacion de los conocimientos moleculares sobre los
diferentes subtipos de cdncer de mama en la clinica, puesto que en el diagnéstico, la eleccdn
del tratamiento se basa en la deteccion por inmunohistoquimica de tres receptores
principalmente: RE, RP y HER2. De tal forma que en la practica, encontramos cuatro tipos de
cancer de mama (Eroles et al. 2012): luminal Ay B, HER2 positivo y triple negativo. El grupo
luminal, presenta una sobreexpresién de los receptores hormonales RE y/o RPG. A diferenda
del A, el grupo luminal B puede presentar ademas una sobreexpresion del receptor HER2 o un
elevado ratio de proliferaciéon celular. Por otro lado, el grupo HER2 positivo presenta una
sobreexpresiéon del receptor HER2 y un elevado ratio de proliferacion. Este carcinoma es mas
agresivo que el grupo luminal. Finalmente, el triple negativo, que corresponderiacon el grupo
basal en el 80-90% de los casos (Yadav et al. 2015), se caracteriza por la ausencia de expresion
de los tres receptores y por presentar al igual que el grupo HER2, un elevado ratio de
proliferacion. Actualmente, es el cdncer de mama mas agresivo que existey con peor prondstico

debido a la carencia de tratamientos dirigidos (Eroles et al. 2012) .

Dado que el presente trabajo estudialarelacién entre el cdncer de mamatriple negativoy su
resistenciaal quimioterapéutico doxorrubicina, a continuacién nos centraremos en este ultimo

subgrupo.



1.4. Cancer de mama triple negativo

1.4.1. Caracteristicas molecularesy clinicas

El cdncer de mama triple negativo suele presentarse como un carcinoma ductal invasivo con un
elevado ratio mitdtico, grado histoldgico y una eminente infiltracién linfocitica (Bosch et al.
2010). Las pacientes con este tipo de cancer suelen presentar metdstasis de érganos viscerales
y de los nodos linfaticos (Bosch et al. 2010; Yadav et al. 2015). La probabilidad de recaida en
menos de tres afios es del 63%, con una probabilidad de muerte del 74% (Oakman et al. 2011).
Esto es debido en parte, a la agresividad de su metdstasis. Este tipo de carcinoma es mas

prevalente en mujeres jovenes afroamericanas (Bosch et al. 2010).

Es importante matizar que el fenotipo triple negativo y el subtipo molecular basal no son
siempre sindnimos (Bosch et al. 2010; Eroles etal. 2012). Cuando se hablade triple negativo, se
hace referencia exclusivamentealaausenciade expresion de los tres receptoresER, PRy HER2,
mientras que el subtipo basal engloba, ademas de este patrdn molecular, otras caracteristicas
génicas y moleculares. No obstante, como ya se ha comentado, el 80-90% de los casos triple

negativo forman parte del grupo basal (Yadav et al. 2015).

El subtipo molecular basal estd constituido porlasobreexpresion de genes caracteristicos de las
células epiteliales basales (Yadav et al. 2015). El 80% de los canceres triple negativo presentan
una sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). EGFR es un
oncogén implicado en la proliferacién celular, angiogénesis, metastasis e inhibicion de la
apoptosis. Su expresion esta relacionada con una elevada agresividad, escasa respuesta a la
guimioterapiay baja supervivencia (Yadav et al. 2015). Asi mismo, podemos encontrar una
elevada expresion de citoqueratinas propias de las células basales como las CK5, 6 y 17. La
expresion de estas CK estd relacionada con un pobre prondsticoy un comportamiento mas
agresivo en las células cancerigenas (Eroles et al. 2012; Yadav et al. 2015). Cuatro anticuerpos
(ER, EGFR, HER2 y CK5/6) son suficientes para detectar el subgrupo basal con una sensibilidad
del 76% y una especificidad del 100% (Bosch et al. 2010).

También es comun en este subtipo encontrar alteraciones tanto en los genes BRCA1y BRCA2
como en el gen p53 (Bosch et al. 2010; Eroles et al. 2012; Yadav et al. 2015) . BRCA1 y BRCA2
son importantes para la reparacion del genoma. Mutaciones en estos dos genes dan lugar a la
acumulaciénde erroresen el ADNy alainestabilidad gendmica. Si ademas, existenalteraciones
en los genes que controlan el ciclo celular, como es el gen p53, la célula es capaz de evadir la

muerte. Como consecuencia, la probabilidad de una transformacién maligna aumenta



considerablemente. Mutaciones en los genes BRCA1/2 aumentan un 60-85% el riesgo de

padecer cancer de mama (Bosch et al. 2010).
1.4.2. Tratamiento contra el cancer de mama triple negativo

El cAncer de mamatriple negativo se trata habitualmente mediante unacombinacion de cirugia,
radiacion y quimioterapia. El sistema de tratamiento suele dividirse en tratamiento
neoadyuvante (previo al tratamiento primario), tratamiento primario y tratamiento adyuvante
(posterior al primario) (Americ Cancer Society, 2014). La cirugia es la opcién mas habitual y la
primera eleccién en tumores de estadios precoces (AECC, 2014b). La radioterapia suele
emplearse después de la cirugia como tratamiento adyuvante con el objetivo de eliminar las
posibles células que hayan podido quedar. Si ademas es necesario afadir quimioterapia, la

radioterapia se afiade después de ésta (AECC, 2014c).

Cabe destacar que el cancer de mama luminal y HER2 disponen de laterapia hormonal (dirigida
contra losreceptores REy RP) y monoclonal (dirigida contra el receptor HER2) respectivamente
(Eroles et al. 2012). Estos tratamientos suelen combinarse junto con la quimioterapia como
tratamiento adyuvante. No obstante, la ausencia de los tres receptores RE, RP y HER2 en el
grupo triple negativo genera que actualmente no se disponga de dianas terapéuticas para poder
ser tratado con mayor efectividad (Oakman et al. 2011). Como consecuencia, la terapia
adyuvante actual para tratar este grupo se basa en una quimioterapia estandar constituida por
antraciclinas y taxanos principalmente (O’Reilly et al. 2015). Los taxanos producen apoptosis
mediante la generacién de husillos mitéticos anormales mientras que las antraciclinas son
inhibidores delatopoisomerasall,ademasde serintercalantes de ADN (Eroles et al. 2015). Entre
los quimioterapicos mas frecuentes encontramos la doxorrubicina, la doxorrubicina combinada

con ciclofosfamida o paclitaxel (O’Reilly et al. 2015).

La doxorrubicina es una de las antraciclinas mas eficaces y mas utilizadas en el tratamiento de
cancer de mama (Oakman etal. 2011). No obstante, tanto ésta como otros quimioterapicos que
se administran a los pacientes con cancer de mama triple negativo, resultan no sertotalmente
eficaces, puesto que existe un grupo de pacientes que no consiguen eliminarlatotalidad de las
células tumorales (Carey et al. 2007). Este hecho supone una elevada probabilidad de recaida,
puesto que posibilitalareaparicion deltumor. Actualmente, un 63% de las pacientes que sufren
cancer de mama triple negativopresentan recaidas con unaumento del ratio de mortalidad del

73% (Oakman et al. 2011).

A pesarde laelevadaagresividaddel grupo triple negativo, se han observadoelevados ratios de

respuesta a la quimioterapia como tratamiento neoadyuvante en el subtipo triple negativo en
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comparacion con el subtipo luminal (Carey et al. 2007). No obstante, si la respuesta a la
quimioterapiano es completa, el grupo triple negativo presenta un mayorriesgo de recaidatras
la cirugia. Este comportamiento tan contradictorio es conocido como la paradoja del triple
negativo. Aunque este grupo responde de forma éptima al tratamiento neoadyuvante, la
realidad clinicaes que tras la cirugia y la administracidn de la quimioterapia como tratamiento
adyuvante, los pacientes se dividen en dos grupos principalmente: pacientes quimiosensibles y
pacientes quimioresistentes (Carey et al. 2007). Este Ultimo grupo presenta una probabilidad

elevada de recaida en un intervalo de 3 afios (Oakman et al. 2011).
1.4.3. Quimioresistenciaencancerde mamatriple negativo

Los mecanismos de estarespuesta tan disparante la quimioterapia siguensiendo desconocidos,
por lo que la busqueda de marcadores que nos permitan identificar el grado de respuesta del
paciente al tratamiento asicomo la identificacién de nuevas dianas para futuras terapias es una
necesidad. Para ello, es esencial identificar los mecanismos de resistencia que permiten a las
células cancerigenas sobrevivir a la quimioterapia. Actualmente, hay descritos seis posibles
mecanismos de resistenciaenlas células tumorales triple negativas (O’Reilly et al. 2015, figura

1).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia en cancer de mama triple negativo. A) La familia detransportadores
ABC transportan el farmaco al exterior celular. B) La sobreexpresion de B-tubulina lll induceresistencia al
paclitaxel. C) Mutaciones en enzimas reparadoras del ADN. D) Alteraciones en genes implicados en la
apoptosis evitan la muerte celular. E) Sobreexpresidon de enzimas con capacidad para metabolizar e
farmaco (ALDH1 y Glutatién (GSH)/ Glutation-S-transferasa (GST)). F) Alteraciones en el factor de
transcripcion NF-Kb, inducen proliferacidn celular y supervivencia. Fuente: O'Reilly et al., 2015.



Entre ellos, encontramos los transportadores ABC. Esta familia de transportadores, son
proteinas transmembranade unidna adenosin trifosfato (ATP), las cuales permiten secretarel
farmaco al exterior celular, disminuyendo considerablemente latoxicidad del mismo. También
se han descrito alteraciones en genes relacionados con el ciclo celularyla apoptosis como p53,
“B-cell lymphoma 2” (BCL2) o la caspasa-3, impidiendo que la célula muera a pesar de la
toxicidad de la terapia. Porotro lado, se han encontrado diversas rutas celularesimplicadas en
laresistencia. Porejemplo, expresiones aberrantes del factor de transcripcién NF-kB de la ruta
PI3K/AKT es una de ellas. Esta ruta esta implicadaen la proliferacion celular, lasupervivenday
el metabolismo. Ademds, un aumento de la expresidn de la B-tubulina lll ha sido relacionado
con la resistencia al paclitaxel. Por Ultimo, mutaciones en las enzimas que reparan el ADN y
aumentos en laexpresién deenzimas detoxificantes, como la aldehido deshidrogenasaisoforma
1 (ALDH1) o la glutation (GSH)/Glutatidn-S-transferasa (GST), son mecanismos también
implicados (O’Reilly et al. 2015).

1.4.4. Desregulacién de miRNAs en la quimioresistencia

La quimioresistencia, al igual que el desarrollo del cancer, puede ser el resultado de una
desregulacién génica. Alteraciones en las secuencias de ADN como mutaciones, amplificaciones
o delecionespueden darlugaraun fenotipo quimioresistente (Garzon et al. 2006). No obstante,
estudios recientes centran la epigenéticacomo un mecanismo de regulacion génico altamente
implicado en el cancer, puesto que aberraciones en estos mecanismos pueden desregular la
expresionde los mRNAs y como resultado alterar las funciones bioldgicas de la célula (Garzon

et al. 2006; Eroles et al. 2015).

Estudios recientes sobre modificaciones epigenéticas destacan los miRNAs como moléculas
estrechamente implicadas tanto en el desarrollo y progresién del cancer como en su
quimioresistencia (Garzon et al. 2006; Eroles et al. 2015). Los miRNAs son pequeiias moléculas
de RNA no codificantes de 19-24 nucledtidos de longitud que disminuyen la expresion de genes
implicados en procesos clave en la célula como apoptosis, desarrollo o diferenciacion,
proliferaciény metabolismo (Garzon etal. 2006). Los miRNAs trabajan junto con el complejo de
silenciamiento génico inducido por RNA (RISC). La funcion del miRNA es reconocer e hibridar
con su mRNA complementario, de forma que se impide la traduccidon del mRNA a proteina. La
hibridacidon del miRNA con el mRNA puede ser mediante una hibridacién completa o parcial.
Una hibridacién completainduceladegradacion del mRNA através del complejo RISC mientras
qgue unahibridacion parcial suponelainhibicién de latraduccién, lo que genera unadisminucién

en la produccion de proteinas (figura 2).
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Figura 2. Funcidn bioldgica del miRNA. (A) Una hibridacion total entre el miRNA y el mRNA genera la

degradacion del mRNA mediante el complejo RISC. B) Una hibridaciéonincompleta origina una inhibicion
de la traduccion.

En multiples estudios se ha observado una diferencia de expresién en los niveles de miRNAs
entre tejido sanode mamay tejidotumoral (Garzon et al. 2006; Eroles et al. 2015). Aberraciones
ensus procesos de biogénesis asicomo modificaciones genéticas y epigenéticas pueden alterar
sus expresiones. Cuando los miRNAs aumentan su concentracion por encima de los niveles
fisioldgicos normales y ademas, tienen como dianas genes supresores de tumores, se
denominan oncomiRNAs. Como consecuencia de este aumento, disminuye la concentracion de
sus mRNAs dianas. En cambio, si los niveles de miRNAs disminuyen por debajo del nivel
fisiolégico normal y tienen como dianas oncogenes, sus dianas pueden escapar de su accién
inhibidoray portanto, se denominanmiRNAs supresores de tumores (figura 3). Como resultado,
la desregulacion de los miRNAs puede darse en los dos sentidos, pudiendo alterar tanto la
expresion de genes supresores de tumores como de oncogenes. Ambos casos pueden llevar a

padecer cancer (Garzon et al. 2006).

No obstante, nosolo se ha visto una implicacién de los miRNAs en el desarrollo del cdncer sino
gue ademads, existen evidencias de que pueden actuarcomo elementos reguladores claveenla
adquisicion delaquimioresistencia (Eroles et al. 2015). Porejemplo,en cancer de mama luminal,
sobreexpresiones en los miRNAs hsa-miR-221/222 confiere resistencia al farmaco tamoxifen
(terapia endocrina) mediante la reduccién de la proteina supresora de tumores p27+iP1 (p27).
Subexpresiones de esta proteina permiten la progresion del ciclo celular a pesar del efecto

citotoxico de ladoxorrubicina (Miller et al. 2008). Porotro lado, sobreexresionesdel miRNA hsa-
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miR-125 han sido asociados con una mayor resistencia al paclitaxelen cdncerde mamaa través
de la subregulacién de la proteina pro-apoptética “BCL2 antagonist/killer 1”7 (BAK1). Una

disminucion en esta proteina permite la supervivencia celular (Zhou et al. 2010).
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Figura 3. Desregulacion de los miRNAs. (A) La pérdida de expresion de los miRNAs puede deberse a
mutaciones en su secuencia génica, deleciones, hipermetilaciones en el promotor o alteraciones en el
proceso de biogénesis. La baja expresion del miRNA que actia de normal como supresor de tumores
aumenta la expresion de oncogenes. (B) Anomalias cromosémicas como amplificaciones, translocaciones
o desmetilaciones pueden inducir un aumento de la expresion de los miRNAs, que actuarian como
oncogenes. Un aumento de expresion de oncomiRNAs disminuyela concentracién de mRNAs supresores
de tumores. Ambos modelos de desregulacion pueden llevar a un aumento de la proliferacion celular,
invasion, angiogénesis e inhibicion de la apoptosis. Fuente: Adaptada de Garzon et al. 2006.

Actualmente hay descritos en la bibliografia un gran nimero de miRNAs desregulados en
condiciones de resistencia a farmacos en cancer de mama. No obstante, los mecanismos de

guimioresistencia en el grupo triple negativo siguen sin estar totalmente esclarecidos.



1.

2. OBJETIVOS

Evaluar la expresién diferencial de los miRNAs candidatos (hsa-miR-27a-5p, hsa-miR-
27b-5p, hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-424-3p, hsa-miR-1972, hsa-miR-23a-5p y hsa-miR-
1972) entre la linea celular MDA-MB-231 (con y sin resistencia generada a la

doxorrubicina) tratadas con doxorrubicina.

Evaluar la expresion diferencial de los genes (CDC25A, SIRT1, CCNE2, E2F1, CDK2,
GMNN, BCL2 y E2F3) asociados a rutas del ciclo celulary apoptosis entre lalinea celular

MDA-MB-231 cony sin resistencia generada a la doxorrubicina.

Estudiar el miRNA hsa-miR-200c-3p como posible moduladorde los genes CCNE2y CDK2

y su posible relacién con la resistencia a la doxorrubicina en MDA-MB-231.
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3. MATERIALY METODOS

3.1. Cultivode las lineas celulares de cancer de mama triple negativas

Las lineas celulares MDA-MB-231y MDA-MB-231 resistente ala doxorrubicina se obtuvieron del
grupo de investigacion del Dr. Federico Rojo de la Fundacién Giménez Diaz de Madrid. La linea
resistente fue generada a partir de la linea sensible MDA-MB-231. Para el desarrollo de la
resistencia, primero las células fueron cultivadas a una concentracién de doxorrubicinade 1uM
(concentracion a la cual la viabilidad celular era del 80%). Se mantuvieron 24 horas con el
tratamientoy a continuacion se cultivaron sintratamientohasta que la confluencia fue entorno
aun 70%, completdndoseasiunciclo. Se realizaron cinco ciclos en total siendo la concentracidn
del tratamientola misma, 1uM. A continuacidn, se realizé el proceso de nuevo aumentando la
concentracién de doxorrubicina a 2uM. Cada vez que se completaban los 5 ciclos, se volvia a
repetir todo el procedimiento aumentando la concentracidon del tratamiento el doble. La
concentracidn final de doxorrubicina a la cual se considerd que la linea habia adquirido la

resistencia fue de 128 uM.

Para larealizacién de los experimentos, ambas lineas celulares se sembraron a una densidad de
siembrade 500.000 células en frascos T25y fueron cultivadasa 37 °C, con unahumedad relativa
del 95% y 5% de CO,. El medio del cultivo utilizado fue Dulbecco’s Modified Eagle médium:
nutrient mixture F-12 (DMEM/F12) con 2mM de L-glutamina y suplementado con 10% de suero
fetal bovinoy 1% de penicilina-estreptomicina. El modo de cultivo fueen monocapaadherente.
Las células MDA-MB-231 son epitelialesy proceden de unamujercaucasicade 51 afios de edad

con adenocarcinoma.

Una vez obtenida una confluencia del 70-80%, ambas lineas celulares se expusieron a una
concentracidon de 5uM de doxorrubicina durante 24 horas. De forma paralela, se siguieron
cultivandolasdoslineassintratar. Tras las 24 horas de tratamiento, se procedié ala obtencidn

de los pellets celulares tanto de las lineas tratadas como sin tratar.
3.2, Obtencion de los Pellets celulares

Tras las 24 de horas de exposicion a la doxorrubicina se procedié a la obtencién de los pellets
celulares. Las células fueron lavadas con tampdn de fosfato salino, tripsinizadas con Trypsin-

EDTA 0.05% y bloqueadas con 2X de medio de cultivo DMEM/F12. La suspension celular recogida
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se centrifugd 5 minutos a 1500 rpm a temperaturaambiente.El pellet se mantuvoa -80°C hasta

la extraccion del RNA.
3.3. Extraccion del RNA total

La extraccion se realizd con el kit mirVana™ miRNAlsolation (Ambion, Austin, Texas) de acuerdo
con el protocolo del fabricante (figura4). Primero, las células fueron lisadas con 600ul mediante
Lysis Binding/Buffer, se mezcld lasuspension, se afiadié 1/10 de miRNA Homogentate Aditivey
se dejé 10 minutos en hielo. A continuacién, se afadié acido-fenol:cloroformo para facilitar la
precipitacion de las proteinas, retirar DNA e inactivar las RNasas, y se centrifugé 5 minutos a
maxima velocidad y temperatura ambiente. Se recuperd la fase acuosa y se deseché la fase
orgdnica. Seguidamente, se afadio 1,25X de etanol 100% y se paso la suspension a un nuevo
eppendorf con filtro Cartridge. Se centrifugd durante 15 segundos a mdaxima velocidad y se

descarté la suspension filtrada, puesto que el RNA se queda adherido al filtro de silice.

Lysis and Organic :
Disruption Extraction RNA Isolation
TOTAL T
- RNAS { mp a -
“ . J
Disrupt sample in  Acid Phenol: Add 1.25 volumes
Lysis Solution, add Chloroform Ethanol and pass Wash 1,2 &3
miRNA Extract throuht filter
Homogenate !
Additive

Figura 4. Protocolo de extraccién del RNA total del kit “mirVana™ miRNA Isolation” (Ambion, Austin,
Texas). (Adaptada del protocolo mirVana™ miRNA Isolation kit, Ambion).

Porultimo, se realizé un lavado, afiadiendo 700ul de Wash Solution 1, se centrifugé 15 segundos
a maxima velocidad, descartando el sobrenadante. Este proceso se repitié dos veces mas con
500 pl de Wash Solution 2/3. Finalmente, se puso el filtro en un eppendorf nuevo, se afiadié
100pl de agualibre de nucleasasy se centrifugd 30segundos a maximavelocidad, quedandonos
esta vez con la suspension filtrada. El RNA extraido se cuantificd mediante el NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific). Su pureza se evalué mediante los ratios 0D260/280 y

0D260/230. ElI RNA extraido se mantuvo a -80°C hasta realizar la transcripcién. Tanto la
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extraccion de los miRNAs como de los mRNAs se realizé mediante este protocolo, puesto que

permite la obtencion del RNA total de la célula.

3.4. Retrotrasncripcion

3.4.1. Retrotranscripcién de los miRNAs

Para la cuantificacion de los miRNAs mediante RT-PCR, previamente se transcribié el RNA a
cDNA puesto que el RNA es quimicamente inestable. La retrotranscripcién de los miRNAs se
llevé a cabo mediante el kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied Byosystems).
Los componentes (dNTPs, Multriscribe™ Reverse Transcriptase, Reverse Transcription Buffer,
agualibre de nucleasasy cebadores Tagman) sellevarona un volumenfinal de reaccién de 50ul.
La cantidad de RNA utilizado paralareaccién fue 1000ng. Los cebadores Tagman utilizados para
la retrotranscripcion fueron especificos tanto para el miRNA de control endégeno “small nudar

RNA C/D box 43” (RNU43) como para los miRNAs de interés:

e hsa-miR-27a-5p (miR-27a%*)

e hsa-miR-27b-5p (miR-27b*)

e hsa-miR-29b-1-5p (miR-29b-1%)
e hsa-miR-424-3p (miR-424%*)

e hsa-miR-1972

e hsa-miR-23a-5p (miR-23a%*)

e hsa-miR-1275

e hsa-miR-200c-3p (miR-200c*)

El mix de cebadores fue diluido 1/100 en 1XTE Buffer. A diferencia de la retrotranscripcién de
genes, los cebadores eran complementarios a las secuencias de miRNAs de interés para que
pudieran ser transcritas a cDNA. La reaccion de retrotranscripcién se programd: 30 minutos a
16°C, 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 85°C. Tras la retrotranscripcion se hizo una dilucién 1:4

con agua libre de nucleasas y se conservé a -20°C.
3.4.2. Retrotranscripcién de los genes

La retrotranscricpion génica para la cuantificacién por RT-PCR se realizé para los siguientes

mMRNAs:

e “Cell division cycle 25 homolog A” (CDC25A)
e Sirtuina 1(SIRT1)
e CiclinaE2 (CCNE2)
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e E2F Factor de transcripcién 1 (E2F1)

e Quinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2)
e Geminina (GMNN)

o “B-cell lymphoma 2” (BCL2)

e E2F Factor de transcripcion 3 (E2F3)

Esta reaccidn se realizé mediante el kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems). Los
componentes de la reaccion (Reverse Transcription Buffer, dNTPs, cebadores aleatorios,
Multriscribe™ Reverse Transcriptase y agua libre de nucleasas) se llevaron a un volumen final
de 60ul. A diferenciade la retrotranscripcidon de los miRNAs, se utilizaron como cebadores
hexdmeros aleatorios de desoxinucledtidos. La reaccidon se programo 10 minutosa 25°C y 2
horas a 37°C. La cantidad utilizada paralareaccion fue menora 1000ng. Como control endégeno
se utilizo el gen Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 1 (GADPH). Tras la retrotranscripcion

se hizo una dilucidn 1:4 con agua libre de nucleasas y se conservé a -20°C.
3.5. Preamplificacion de los genes

La reaccién de preamplificacion se realizé con el objetivo de aumentarla cantidad de cDNA para
la cuantificacion de la expresion génica mediante RT-PCR. Los componentes (TagMan® PreAmp
Master Mix (Applied Biosystems), mix con los cebadores especificos de los genes diluidos en
IXTE Buffer 1/100 y agua libre de nucleasas) se llevaron a un volumen final de 25ul. Los
cebadores fueron especificos de los genes. La cantidad de cDNA empleada fue 5ng. Tras la

amplificacién, se hizo una dilucién 1:8 con 0,1X TE Buffer.

3.6. RT-PCR de los miRNAs y genes

Los mRNAs y miRNAs fueron detectados mediante la RT-PCR QuantStudio® 5. La reaccién RT-
PCR consiste en unaamplificacion del DNAdetectadaatiempo real. Paraello, se emplean sondas
Tagman complementarias a las secuencias de interés, las cuales llevan unidas una molécula
“quencher”y unfluoréforo. Debido ala cercania de estas dosmoléculas, la fluorescencia emitida
por el fluoréforo es absorbida por el “quencher”, de forma que no es detectada por el equipo.
No obstante, cuando la polimerasaamplificalasecuenciaconla sonda Tagman hibridadaenla
secuenciadeinterés, lasondase hidroliza, el “quencher” se separa de estay el fluoréforo emite

fluorescencia, la cual si que es detectada debido a la lejania del “quencher” (figura 5).
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Figura 5. Proceso de amplificacidn detectado a tiempo real (RT-PCR). 1) La soda Tagman y los cebadores
hibridan conla secuencia de ADN. 2) La polimerasa a partir delos cebadores comienza la amplificacién.
3) La polimerasa hidrolizala sonda Tagman deforma que el fluoréforo emite fluoresencencia sin quesea
absorbida por el “quencher”. 4) El proceso de polimerizacién finaliza. (Adaptada del protocolo Tagman®
Gene Expression Assays, Applied Biosystem).

Paralarealizacién de 1aRT-PCR, en el caso de los miRNAs, cada pocillo de reaccién contenia 2ng
de producto, 5ul de TagMan® Universal Master Mix Il no UNG (Applied Biosystems), 0,5ul de
sonda especifica de cada miRNA y 2,5ul de agua libre de nucleasas. Las condiciones de
amplificacion los miRNAs fueron las siguientes: 10 minutos a 95°Cy 40 ciclos de 15 segundosa
95°C y 60 segundos a60°C. Para la cuantificacion de los genes, se utilizé el Master Mix TagMan®
Gene Expression (Applied Biosystems), junto con 2 pl del producto de la amplificacién, 0,5 ul de
sondas especificasdelos genes y 2,5ul de agualibre de nucleasas. Las condiciones de lareaccién
de amplificacion para los genes fueron: 40 ciclos de 15 segundos a 95°Cy 60 segundos a 60°C.
Tanto los genescomo los miRNAs se realizaron en placas de 384 pocillos paraPCR donde cada
pocillo contenia una determinada sonda Tagman para cada una de las condiciones celulares.
Cada geny miRNA se evalud por triplicado y se realizaron controles negativos utilizando como

sondas, los controles endégenos y como muestra agua libre de nucleasas.
3.7. Cuantificacion de la expresidn relativa de los miRNAs y genes

Tras la amplificacidn, se obtuvo el parametro ciclo umbral (Ct). Este valor corresponde con el
ciclo en el cual la intensidad de la sefial fluorescente emitida por la sonda se levanta sobre el
ruidode fondo. La cuantificacién de laexpresion de los miRNAs se calculéd mediante laférmula

de Livak: cantidad relativa (Fold change) =220, Donde ACt = Ct miRNA - Ct miRNA enddgeno

15



y A(AC)= ACt condicion celular - condicion celular control. Esta formula permite calcular la
cantidad relativarespecto al miRNA enddgeno RNU43 y respectoa la condicidon celular control
(MDA-MD-231 sensible sin tratar). Relativizar frente al miRNA enddgeno nos permitid
normalizar los resultados y comparar la expresién de los miRNAs en una misma condicién de
una linea celular mientras que relativizar ademas frente a un grupo celular control nos permitié
comparar la expresion de los miRNAs entre las diferentes condiciones celulares. Para la
cuantificacién relativade los genes, se realizé el mismo procedimiento, utilizando como control

endogeno la expresiéon del gen GADPH y como condicidn celular la linea sensible sin tratar.
3.8. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se basé enlaaplicacion de test T-Student con el fin de comparar los niveles
de expresion de las lineas MDA-MB-231sensiblesy resistentes ala doxorrubicina, tratadas y sin
tratar con este quimioterapico. Por consiguiente, lacomparacion de los niveles de expresion se
realizo entre 4 tipos celulares diferentes: linea sensible sin tratar (MDA-MB-231C), linea MDA-
MB-231 sensibletratada (MDA-MB-232C Dox), linearesistente sintratar (MDA-MB-231R) y linea
resistente tratada (MDA-MB-231R Dox). Para la realizacién del analisis, se utilizé la funcion
PRUEBA.T mediante el programa Excel. Las diferencias de expresién se consideraron
estadisticamente significativas si eran menores al nivel de significancia 0,05. En las figuras 6, 7,
8y 9losvalores“a, b, cy d” muestranlasignificancia estadistica para cada gen o miRNA de las
cuatro muestras evaluadas. El valor “a” se adjudicaa la expresién relativa mas elevada, el valor
“b” a la siguiente y asi sucesivamente, siempre que las expresiones relativas sean
estadisticamente significativas. En caso contrario, se adjudicala mismaletra. Valores como por

ejemplo “bc” parauna muestra, indican unasignificancia equivalente con las muestras “b” y “c”.

3.9. Busquedas informaticas

3.9.1. Analisis in silico de la interaccion miRNA-gen

El estudio de la interaccion entre los miRNAs y sus genes dianas se realizé mediante DIANA-
miRPath v2. Esta herramienta informatica permite predecir los genes diana de los miRNAs
mediante una hibridacién computacional entrelos miRNAs y las regiones codificantes génicas o
lasregiones 3’-UTR de los genes. Este servicio facilitd laidentificacion de las vias de sefializacién
de KEEG (Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas) donde los miRNAs de nuestro estudio
estaban significativamente implicados. De todas las rutas encontradas, fueron seleccionadas
aquellas relacionadas con el contexto de nuestro estudio. Los pardmetros utilizados fueron los

estandares del programa: un p-valor threshold < 0,05y MicroT threshold 0,8.
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3.9.2. Andlisis in silico de las vias de sefializacidn génicas

Las rutas de los posibles genesimplicados enlaresistenciaa la doxorrubicina fueron validadas
mediante |la base de datos “KEGG pathways”. Esta herramienta permite analizar en qué rutas
celulares se encuentran implicados los genes de interés y sus diferentes formas de interaccddn
en cada una de ellas. Las rutas de sefializacién seleccionadas fueron aquellas relacionadas de

acuerdo con el contexto biolégico de nuestro estudio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis de expresion de miRNAS en MDA-MB-231 resistente ysensibleala

doxorrubicina

Con el objetivo de estudiar los miRNAs con una expresién diferencial en respuesta a la
doxorrubicina, Tormo et al. 2015 analizaron los perfiles de expresidon de los RNA no codificantes
en las lineas celulares triple negativas MDA-MB-231 y MDA-MB-468 vy la linea luminal MCF-7.
Como resultado, 218 miRNAs presentaron un patrén de expresion alterado estadisticamente
significativo. De estosmiRNAs, 13 fueron comunes alas tres lineas (grupo 1), 25 fueron exclusivos

en las lineas triples negativas (grupo Il) y 69 en la linea luminal (grupo Il1).

Dado que los miRNAs del grupo | fueron considerados como un mecanismo de respuesta comun
a la doxorrubicina, decidimos centrarnos en este grupo, en base a los resultados descritos por
Tormo et al. 2015 vy alainformacién encontradaenbasesde datos a través de DIANA miRPath
v.2. Esta herramienta informatica nos permitié determinar los genes dianas de los miRNAs
(validados y tedricos) y las rutas celulares donde se encontraban implicados mediante la base
de datos KEGG. Como resultado de esta blusqueda, pudimos hacer una seleccién de aquellos

miRNAs asociados con rutas celulares relacionadas con el cancer (tabla 2).

Tabla 2. Rutas celulares delos miRNAs analizados asociadascon el cadncer.

miRNA Rutas celulares (KEGG)
hsa-miR-27a-5p Moléculas de adhesion celular (CAMs) (hsa04514), reparacion de escision
de bases(hsa03410)
hsa-miR-27b-5p Jak-STAT (hsa04630), cdncer de préstata (hsa05215), interaccion
citoquina- receptor citoquina (hsa04060)
hsa-miR-29-1-  Desregulacidn transcripcional en cancer(hsa05202), PI3K-Akt (hsa04151)

5p
hsa-miR-424-3p MAPK (hsa04010)

hsa-miR-1972 Melanogénesis (hsa04916), cancer endometrial (hsa05213), Wnt
(hsa04310), moléculas de adhesion celular (CAMs) (hsa04514), mTOR
(hsa04150), ErbB (hsa04012)

hsa-miR-23a-5p Desregulacidntranscripcionalen cancer (hsa05202), degradacion de RNA
(hsa03018)

hsa-miR-1275 Adhesion celular (hsa04514), vigilanciadel mRNA (hsa03015), P13K-Akt
(hsa04151), Carcinoma basal (hsa03217), melanogénesis (hsa04916),
MTOR (hsa04150), Wnt (hsa04310), unién estrecha (hsa04530)
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Porconsiguiente, dado que Tormo E. et al (2015) observaron una desregulacion de estos miRNAs
en presencia de doxorrubicinay existen evidencias de que dichas moléculas se encuentran
implicadas en diferentes mecanismos del cancer (tabla 2), decidimos analizar si los miRNAs
seleccionados: miR-27a*, miR-27b*, miR-29b-1*, miR-424*, hsa-miR-1972, miR-23a* y miR-
1275 podian estar relacionados con la resistencia a la doxorrubicina en cancer de mama triple

negativo.

Para ello, se evalud la expresidn de los miRNAs mediante RT-PCR utilizando la linea celular
MDA-MB-231 sensible y resistente tratadas con doxorrubicina (MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-
231R Dox respectivamente)y sin tratar (MDA-MB-231C y MDA-MB-231R). Los resultados

pueden verse en la figura 6.

En primer lugar, se pudo corroborar una disminucidn significativa en la expresion de los siete
miRNAs en la MDA-MB-231C Dox respecto a sus niveles basales (MDA-MB-231C) como ya se
habia descrito en los resultados de Tormo E. et al (2015). En cuanto a la linea MDA-MB-231R
Dox también se produjo un descenso significativo de todos los miRNAs cuando esta linea fue
sometida al mismo quimioterapico en comparacién con sus niveles basales, MDA-MB-231R

(figura 6).

No obstante, cabe destacar que los niveles basales de la linea MDA-MB-231R fueron mayores
que en la linea MDA-MB-231C, siendo los cambios de expresién de los miRNAs miR-27b*, miR-
1972*, miR-23a*y miR-1275 significativos (figura6). Unaumento en la expresidon de los miRNAs
disminuirialaconcentracién celularde sus mRNAs dianasy por lo tanto, podria dar lugar a una
disminucién oinhibicién de determinadas rutas celulares (Garzon et al. 2006). Dado que estos
miRNAs estanimplicados en rutas relacionadas con la proliferacidn celulary el cancer (tabla 2),
el aumento de expresién de estos miRNAs podria sugerir que las actividades de determinadas
rutas del ciclo celularse encontraban disminuidas enlalinearesistente. Como la quimioterapia
afecta en mayor medida a las células con una mayor capacidad de division (Carey et al. 2007),
una disminucién en la expresién de genes implicados en ciclo celular podria indicar que la
sobreexpresion de estos miRNAs proporcionaba un fenotipo mas agresivo en la linea con
resistenciageneradaaladoxorrubicina. Porejemplo, aumentos en el miRNA miR-1275 han sido
asociados con un fenotipo mas agresivo en mujeres jévenes, siendo el grupo triple negativo
frecuente entre este tipo de pacientes (Pefia-Chiletetal. 2014). Este miRNA tiene como dianas
el factorde crecimientoinsulinico tipo 1 (IGF1) implicadoen la proliferacidn celular (Fawzy et al.

2015) ylaproteinade adhesidnclaudina 11, relacionada en procesos como invasion y metastasis
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Figura 6. Analisis de expresion de los miRNAs. MDA-MD-231C: linea sensible a la doxorrubicina, MDA.MB-231C Dox: linea sensible tratada con doxorrubicina a 5uM (24h),

MDA-MD-231R: linea resistente a la doxorrubicina, MDA-MB-231R Dox: linea resistente tratada con doxorrubicina 5uM (24h). Los superindices a,b,c y d muestran en cada
miRNA la significancia estadistica entre las dos lineas y sus dos condiciones celulares, siendo el nivel de significancia 0,05. Los genes se evaluaron por triplicadoy se
normalizaron respecto al miRNA endégeno RNU43 y respecto a la linea sensible sin tratar (MDA-MB-231C).
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en células madre de gliomahumano (Katsushimaetal. 2012). Aumentos de expresion de este
miRNA han sido relacionados con una mayor agresividad y capacidad de invasién (Katsushima
et al. 2012) y una disminucion en la proliferacion celular (Fawzy et al. 2015). Por otro lado,
aumentos en los miRNAs miR-23a/24-2/27a también han sido relacionados con una mayor
agresividad y migracioncelularatravésde laactivacidon de p44/42MAPK en la ruta celular MAPK

(Li etal. 2013).

Por lo tanto, para comprobar si los miRNAs podian estar implicados en la resistencia a la
doxorrubicina se tuvieron en cuenta dos factores. Primero, para que un miRNA pudiese estar
implicado en los mecanismos de quimiorestencia, debia de presentar unaexpresién diferencial
entre las lineas MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox. Diferencias de expresién de estas
moléculas darian lugara una distinta concentracion de mRNAsy porlotanto enla célulahabria
una mayor o menor activacion de las rutas celularesimplicadas. Como se puede observarenla
figura 6, los miRNAs mir-27b*, miR-29b-1*, miR-424* y miR-23a* presentaban una expresién
diferencial significativa. Sin embargo, miR-27b* miR-23a* ya de por si mostraban diferencias a
nivel basal, porlo que las expresiones diferenciales observadas tras laadicién de doxorrubicna
podrian deberse a un metabolismo diferente o por una implicacidn en la quimioresistencia. El
segundo factor a tener en cuenta, fue la tendencia de cambio que presentaba cada miRNA en
las lineas MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox respecto a sus niveles basales. Como
resultado de este Ultimo andlisis, todos los miRNAs sufrian una disminucién en sus expresiones
(figura 6, tabla 3).

Tabla 3. Tendendaenel cambiode expresion de los miRNAs entre las | ineas sensibles y resistentes tratadascon

Doxorrubicina (MDA-MB-231CDoxy MDA-MB-231R Dox) respectos a sus nivelesbasales (MDA-MB-231Cy MDA-
MB-231R)

miRNA MDA-MB-231C Dox MDA-MB-231R Dox
Vs Vs
MDA-MB-231C MDA-MB-231R

hsa-miR-27a-5p
hsa-miR-27b-5p
hsa-miR-29b-2-5p
hsa-miR-424-3p
hsa-miR-1972
hsa-miR-23a-5p
hsa-miR-1275

La direccién de las flechas indica la tendencia de cambio en la expresidon de los miRNAs.

EeEEEEE
aEaaEaE

Es importante teneren cuentaque lafuncién de un miRNA es producir el silenciamiento génico
a través de la degradacién del mRNA o mediante una inhibicién temporal de la traduccién del
MRNA a proteina (Garzon etal. 2006). Como consecuencia, enlacélulase reprimeno se activan

determinadas rutas celulares. Sin embargo, aunque se pudo determinar que los miRNAs mir-
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27b*, miR-29b-1*, miR-424* y miR-23a* realmente presentaban un cambio de concentradoén
estadisticamente significativo entre las lineas resistentes y sensibles cuando fueron tratadas con
doxorrubicina, no se pudo asumir que a nivel bioldgico esas diferencias de concentradon
contribuyeran a producir un fenotipo quimioresistente o quimiosensible, puesto que, aungue
las concentraciones finales de proteina no serian exactamente las mismas, en ambas lineas el
comportamiento de regulacién de losmiRNAs tuvo la mismatendencia de cambio. Ambas lineas

celulares mostraron una disminucion de los miRNAs tras el efecto de |la doxorrubicina.

Cabe matizar que lamayoria de miRNAs analizados sonde tipo “star” (miRNAs*). Dado que hasta
hace poco se pensaba que estos miRNAs no tenian una funcién biolégica, actualmente no se
dispone de mucha informacidn sobre ellos. Esto implica que a la hora de buscar informacion
bibliografica de estudios anteriores, tuvimos que centrarnos eninvestigaciones basadas en sus
miRNAs complementarios (no “star”). No obstante, Okamura et al. 2008 mostraron como
determinadosmiRNAs* podian sertambiénbioldgicamente funcionales al igual que sus miRNAs

complementarios.

En cuanto a lainformacion previamente descrita sobre los miRNAs evaluados, aumentos en la
expresion en algunos de sus miRNAs complementarios han sido relacionados con la
quimioresisteciay con un fenotipo mas agresivo en distintos tipos de canceres. Por ejemplo,
Zhang etal. 2014 asociaron en condiciones de hipoxia, unasobreexpresion de miR-424 con una
inhibicidnde laapoptosis através de ladisminucidonde las proteinas “Programmed celldeath 4”
(PDCD4), caspasa 3 y la Poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), cuando se administraba
doxorrubicina en las lineas celulares de melanoma A375, de colon HCT116 y glioma U251. Por
otra parte, una elevada expresion de miR-29b ha sido relacionada con una mayor migracién
celular mientras que unabaja expresién hasido asociada con lainduccidén de apoptosis através
de la activacién del gen homdlogo de la fosfatasay tensina (PTEN) en células MDA-MB-231
(Wangetal.2011). Porultimo, aumentos enlosmiRNAs miR-23ay miR-1275 han sido asociados
en pacientes con cancer de mama, con metdstasis en los nodos linfaticos y con un bajo
prondstico (Li etal.2013; Fawzy etal. 2015). En nuestros resultados, para estos cuatro miRNAs,
se observé una disminucion en sus expresiones en la linea MDA-MB-231C Dox respecto sus
nivelesbasales, confirmando portanto que una subexpresionde miR-424*, miR-29b*, miR-23a*
y miR-1275 no contribuian en el desarrollo de un fenotipo quimioresistente. No obstante, dado
que lalinearesistente se comportabadel mismo modo, unasubexpresién de todos ellos podria

sugerir que no eran participes de laquimioresistencia en nuestralinea MDA -MB-231resistente.
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De forma contraria a nuestros estudios, bajas expresiones del miRNA complementario de miR-
27b* (miR-27b), han sido relacionadas con la resistencia al tamoxifen en cancer de mama
luminal a través de la activacion de la transicién epitelio mesenquimal (EMT) y un aumento de
la proteina “high mobility group box 3” (HMGB3), implicada en procesos de quimioresistenda,
proliferacidony metastasis (Lietal. 2016). Del mismo modo, descensos enla expresion del miRNA
“star” miR-27a* han sido asociados con un mayor crecimiento tumoral. Este miRNA tiene como
dianas el gen EGFR, el cual participa en rutas celulares como Akt y mTOR (Wu et al. 2013).
Ademas, disminuciones en la expresiéon del miRNA complementario (miR-27a) han sido
asociadas con una mayor resistencia a la doxorrubicina en leucemia (Feng et al. 2011). No
obstante, en nuestro estudio pudimos observar una disminucién de miR-27b*y miR-27a*, enla
linearesistentealigual que enlasensible, porlo que no pudimos asociar dichas subexpresiones
establecidas por Li et al. 2016 y Feng et al. 2011 con la quimioresistencia adquirida de nuestra

linea MDA-MB-231.

Como consecuenciade losresultados obtenidos, es importante matizar quetanto el grupo triple
negativo comotodos los grupos que constituyen el cdncer de mama son grupos heterogéneos.
Ademas, como ya hemos visto, los mecanismos de resistencia a la quimioterapia son muy
diversosy muy complejos, porlo que nosiempre tienen por qué gobernarlos mismos procesos
quimioresistentes en todas las pacientes. El hecho de que no hayamos encontrado diferencias
en la expresion de los miRNAs atribuibles a los mecanismos de resistencia entre la linea MDA-
MB-231 sensible y resistente, no quieredecirque ladesregulacién de algunos de estosmiRNAs
no pueda presentarse en algunas pacientes, puesto que lalinea triple negativa MDA-MB-231
con resistencia adquirida no representa ni mucho menos, a todo el grupo triple negativo
guimioresistente. No obstante, estudios mds exhaustivos sobre los miRNAs “star” deberian de
llevarse a cabo para poder explicar el motivo de su modulacién tras la administracion de

doxorrubicinay su funcién bioldgica en el cdncer de mama.

4.2, Anadlisis de los genesimplicados en ciclo celulary apoptosis

Debido al efecto citostdtico de la quimioterapia, alteraciones en el ciclo celular han sido
relacionadas con laresistenciaaeste tipo de farmaco (Shahy Schwartz 2001). Las antraciclinas,
donde se incluye la doxorrubicina, interfieren en la maquinaria de replicacién (Eroles et al.
2015). El desarrollo de la quimioresistencia es un proceso complejo donde participan diferentes
moléculas y vias de sefalizacidn. La regulacién de las proteinas en el ciclo celulary en la

apoptosis juega un papel importante en este proceso. Por consiguiente, decidimos hacer una
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busquedabibliograficade genesimplicadosen ciclo celulary apoptosis con una posible relacién
en la quimioresistencia en cdncer de mama triple negativo. Los genes seleccionados fueron los
siguientes: CDC25A (Cangi et al. 2000) , SIRT1 (Chuetal. 2005), CCNE2 (Voducet al. 2008), E2F1
(Worku et al. 2008), CDK2 (Yanget al. 2015), GMNN (Blanchard etal. 2011), BCL2 (Abdel-Fatah
et al. 2013) y E2F3 (Lee et al. 2015). Ademads, mediante la base de datos KEGG, pudimos
comprobarlaimplicacidon de éstos en distintas rutas del ciclocelular como es el caso de CDC254,
CCNE2, CDK2, E2F1 y E2F3, mientras que el gen BCL2 presentaba una estrecha relacién con la
supervivencia celular (tabla 4). Cabe destacar que la mayoria de estos genes se encontraban

relacionados en los procesos de desregulacidon de los miRNAs y en el desarrollo del cancer.

Tabla 4. Rutas celulares dela basede datos KEGG de genes implicadosen ciclocelularyapoptosis

GENES RUTAS CELULARES (KEGG)
CDC25A Ciclo celular (hsa04110), miRNAs y cancer (hsa05206)
SIRT1  Fox0 (hsa04068), AMPK(hsa04152), longevidad (hsa04211), miRNAs y cancer
(hsa05206)
CCNE2 Ciclocelular(hsa04110), p53 (hsa04115), PI3K-AKT (hsa04151), vias de sefalizacién
en cancer (hsa05200), miRNAs y cancer (hsa05206)
E2F1  Ciclo celular (hsa04110), vias de sefializacion en cancer (hsa05200), miRNAs vy
cancer (hsa05206)
CDK2  FoxO0 (hsa04068), Ciclo celular (hsa04110), p53 (hsa04115), PI3K-AKT (hsa04151),
vias de sefalizacion en cancer (hsa05200),
GMNN  Proteinas de replicacién de DNA (hsa03032)
BCL2  Apoptosis (hsa04215)
E2F3  Ciclo celular (hsa04110), vias de sefializacion en cancer (hsa05200), miRNAs y
cancer (hsa05206)

Porlo tanto, debido alaestrecharelacion de estosgenesen el cdncer de mamay suimplicacién
enla supervivenciacelular, hicimos un analisis de sus perfiles de expresion mediante RT-PCR en
las lineas celulares tratadas con doxorrubicina, MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox y sin
tratar, MDA-MB-231C y MDA-MB-231R, (figura7). El objetivo de este experimento, al igual que
el estudio anterior,eracomprobarsi algunos de estosgenes se modificabande forma diferencial
entre la linea sensible y resistente y por tanto, podian encontrarse implicados en laresistencia

a la doxorrubicina.

Como se puede observarenla figura7, la lineacelularsensible MDA-MB-231C Dox presentaba
un cambio de expresidon entodoslos genes evaluados respecto a sus niveles basales. Los genes
CDC25A, SIRT1, CCNE2, CDK2, GMNN y BCL2 sufrian un descenso en sus concentraciones
mientras que los genes E2F1 y E2F3 se encontraban sobreexpresados en presencia de este
quimioterdpico. Todos los cambios de expresién génicos fueron estadisticamente significativos.

Por otro lado, enlalinea celularresistente MDA-MD-231R Dox pudimos observar un aumento
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Figura 7. Analisisdeexpresién génico. MDA-MD-231C: linea sensiblea la doxorrubicina, MDA.MB-231C Dox: linea sensibletratada con doxorrubicinaa 5uM (24h), MDA-MD-
231R: linea resistente a la doxorrubicina, MDA-MB-231R Dox: linea resistente tratada con doxorrubicina a 5uM (24h). Los superindices a,b,c y d muestran en cada gen la

significancia estadistica entre las dos lineas y sus dos condiciones celulares, siendo el nivel de significancia 0,05. Los genes se evaluaron por triplicado y se normalizaron
respecto al gen endégeno GADPH vy respecto a |a linea sensible sin tratar (MDA-MB-231).
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en la expresionde losgenes E2F1, E2F3 y CDK2 respecto a sus niveles basales, mientras que el
resto de genes disminuyeron sus expresiones (figura 7). Es destacable el aumento de expresion
gue mostraron los genes E2F1y E2F3 en las lineas MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox,
(figura 7). E2F3 es un factor de transcripcidon que se encuentra implicado en la replicacion del
ADN y en su reparacién, en apoptosis y duplicacion del centrosoma (Lee et al. 2015).
Sobreexpresiones delgen E2F3han sido relacionadasanteriormente con el desarrollo del cancer
de mama (Lee et al. 2015). No obstante, el hecho de que ambas lineas celulares, sensibles y
resistentes, presentasen el mismo perfil de expresién sugiere que E2F1 y E2F3 no estaban
implicados enlosmecanismosde quimioresistencia. De acuerdo con nuestros resultados, Tordai
etal.2008 asociaron una mayor quimiosensibilidad conlaexpresion de genesrelacionados con

rutas celulares de E2F3 en tumores de cancer de mama negativos para el RE.

En cuanto al analisis de los genes porsu posible implicacién enlaresistenciaala doxorrubicina,
lo primero que se comprobd fue si existian diferencias significativas cuando compardabamos las
lineas MDA-MD-231C Dox y MDA-MD-231R Dox. Concentraciones diferentes de expresion
génica podrian implicar concentraciones diferentes de proteinas y por lo tanto, las rutas
celulares en las cuales participan podrian estar mas o menos activadas. Los genes CDC25A,
SIRT1, CCNE2, E2F1, CDK2 y E2F3 presentaban diferencias significativas entre ambas lineas
celulares tratadas con doxorrubicina (figura 7). No obstante, hay que tener en cuenta que los
genes CCNE2, GMINN y BCL2 ya de porsi mostraban diferencias de expresidn significativas entre
los niveles basales de ambas lineas. Esto implicaria que las posibles diferencias de expresién
génicas que se observaron enambas lineas cuando fueron tratadas con doxorrubicina, podrian
estar asociadas a mecanismos de quimioresistencia o simplemente fueran diferencias como

consecuencia de un metabolismo basal ya de por si diferente.

En segundo lugar, comprobamos si la tendencia en el cambio de expresién entre las lineas
tratadas MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox era igual o diferente respecto a sus niveles
basales MDA-MB-231C y MDA-MB-231R, (figura 7;tabla 5). CDC25A y SIRT1 tendian a disminuir
enambas lineas cuando se trataban con doxorrubicina mientras que el comportamiento de E2F1
y E2F3, como ya se habia comentado, erael mismo en ambas lineas. No obstante, laexpresién
de CCNE2 disminuia en MDA-MB-231C Dox respectos sus niveles basales MDA-MB-231C,
mientras que enlalinea MDA-MB-231R Dox la expresidon génica se mantenia constate respecto
a MDA-MB-231R, (figura 7; tabla 5). Por otra parte CDK2 tendia a disminuir en MDA-MB-231C
Dox respecto a MDA-MB-231-C mientras que en la linea MDA-MB-231R Dox se observaba un

aumento en la expresién respecto a MDA-MB-231R (figura 7; tabla 5).
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Estos resultados sugirieron que CCNE2 y CDK2 podrian estar implicados en los mecanismos de
resistenciaala doxorrubicina. CCNE2 es una proteinadel ciclo celularcuya funcidn esregulara
CDK2. La activacién de CDK2 mediante estaciclina permitelafosforilacion de proteinas como la
proteina retinoblastoma (RB) la cual promueve la transicion de la fase G1 a la fase S del cido
celular(Voducet al. 2008). De acuerdo con nuestro estudio, sobreexpresiones de CCNE2 junto
con CDK2 han sido relacionadas con la resistencia a tamoxifen en cancer de mama luminal,
mientras que la administracién de inhibidores de CDK2 y CCNE2 restablecia la sensibilidad
(Caldonetal.2012). Ademas, CCNE2también hasidorelacionado junto con la proteina quinasa
2 asociadaa lafase S (Skp2) con un pobre prondstico en el grupo triple negativo. La hipétesis de
este mecanismo se basaen que unaumento de laenzima Skp2 contribuyen aladegradacion de
la proteinasupresorade tumoresp27. Dado que p27 es un inhibidor del complejo CCCNE/CDK2,
una disminucidnde los niveles de p27 permite un aumento de CCCNE/CDK2 vy por lotanto, se
promueve la progresiondel ciclo celular desde lafase GlalaS (Voducetal.2008). Dado que en
nuestra linea resistente MDA-MB-231 los niveles de CCNE2 permanecian constantes y CDK2
aumentaban, es posible que ambos estuvieran promoviendo la progresién del ciclo celular a

pesar del efecto citotoxico de la doxorrubicina.

Tabla 5. Tendencia enel cambio de expresion génico entre las lineas sensibles y resistentes (MDA-MB-231Cy MDA-
MB-231R) tratadas con Doxorrubicina (MDA-MB-231C Dox y MDA-MB-231R Dox)

GENES MDA-MB-231CDox  MDA-MB-231R Dox

VS VS
MDA-MB-231C MDA-MB-231R

CDC25A l. l.
SIRT1 l, j,
CCNE2 l =
E2F1 t 1»
CDK2 l 1»
GMNN l l
BCL2 1 1
E2F3 T T

La direcciénde las flechas indica | a tendencia de cambio enla expresion de los miRNAs. En negrita, los genes con un
comportamiento distinto entre la linea sensible yresistente.

Por otro lado, se ha visto que CDK2 puede fosforilarala histona-lisina metiltransferasa (EZH2),
de forma que una sobreactivacién de esta enzima puede producirrepresidn transcripcional en
regiones promotoras. Sobreexpresiones de esta enzima en pacientes con un fenotipo triple

negativo han sido asociadas con estadios avanzados de los tumores y un aumento de la
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mortalidad, puesto que EZH2 facilita la progresién tumoral, metastasis, angiogénesis y
expansion de las células iniciadoras de cadncer de mama (BTIC) (Yang et al. 2015). Ademas,
Servant et al. 2004 asociaron un aumento en la actividad de CDK2 junto con CCNE2 y una
disminucién de p27 y p21°P! (p21), con una mayor tolerancia a la doxorrubicina en
cardiomiocitos H9c2 confluentes. De forma contraria, cuando se administraba el inhibidor de

CDK2 Rosconvine, se restablecia la sensibilidad a este quimioterdpico.

Por lo tanto, CCNE2 y CDK2 parecen trabajar de forma conjunta en el ciclo celulary ambos
parecen estar relacionadas con mecanismos de supervivencia en cancer de mama triple negativo
(Voducetal.2008 y Yang etal. 2015). Ademas la posible relacion de CDK2 con la resistenciaala
doxorrubicina establecida por Servant et al. 2004 refuerza nuestros resultados. No obstante,
ambos genes deberian de estudiarse con mds detenimiento para determinar sus niveles de

implicacion en la resistencia a este quimioterapico.

En cuanto al resto de genes evaluados, aumentos de la expresién de los genes CDC25A, SIRT],
BCL2 y GMINN han sido relacionados con un fenotipo mas agresivo en cancer de mama. Por
ejemplo,una mayor expresion de CDC25A han sido relacionada con un bajo prondstico en cancer
de mama, a través de la activacion de CDK2 (Cangi et al. 2000). Aumentos en la expresion de
SIRT1 han sido asociados con una mayor expresién de |la proteinatransportadora gliproteina-P
enlalineacelularluminal MCF-7, lacual permite el flujo de farmacos desde el interior celular al
exterior (Chuetal. 2005). Del mismo modo, una mayor expresién de laproteinaantiapoptdtica
BCL2 ha sidorelacionada por Abdel-Fatah etal. 2013 con una mayor resistenciaal tratamiento
ATC-CT (R-CHOP; Rituximab-ciclofosfamida, doxorubicina, vincristinay prednisolone) en cadncer
de mama triple negativo. Por ultimo, sobreexpresiones del gen GMNN han sido asociadas con
fallos enlacitoquinesisdel ciclo celular, generando como consecuencia células aneuploides con
capacidad de resistir al efecto de losfarmacos (Blanchard et al. 2011). En nuestros resultados,
se observé una disminucidon en las expresiones de estos genes en la linea MDA -MB-231C Dox
respecto sus niveles basales, corroborando una disminucién en sus expresiones con una mayor
quimiosensibilidad. Dado que en la linea resistente también tuvieron lugar descensos en sus
respectivas expresiones, CDC25A, SIRT1, BCL2 y GMNN no pudieron ser considerados participes

de laresistencia adquirida por nuestra linea celular MDA-MB-231.
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4.3, Andlisis del miRNA hsa-miR-200c-3p como posible miRNA implicado en la

resistencia a la doxorrubicinay en la modulacién de los genes CDK2 y CCNE2.

Investigandosobre posiblesmecanismosque podianregularlos genes CCNE2y CDK2, vimos que
el miRNA hsa-miRNA-200c (miR-200c*) regulaba ambos genes en leiomiosarcoma uterino
(Chuangetal. 2015). El liomiosarcoma uterino es untipo de carcinogénesis poco frecuente con
un elevado ratio de mortalidad y una elevada quimioresistencia (Chuang et al. 2015). Ademas,
enel estudiorealizado por Tormo etal. (2015) con el cual partimos nuestro trabajo, se observd
un cambio de expresion del miR-200c* dentro del grupotriple negativo (grupo Il). Para confirmar
silosgeneseran posibles dianas de este miRNA, hicimos uso de miRPathv.2. Tanto CCNE2 como
CDK2 aparecian como dianas validadas experimentalmente de miR-200c* en vias implicadas en

cancer (hsa04012), la ruta p53 (hsa04115) y PI3-Akt (hsa04151).

Por lotanto, debido ala posible relacién de este miRNA en el cancer de mamatriple negativoy
en laregulacionde los genes CCNE2 y CDK2, medimos laexpresién de este miRNA enlas lineas
MDA-MB-231 sensibles y resistentes para comprobar si podia estar implicado en el fenotipo
guimioresistente del grupo triple negativo. Para ello, realizamos una RT-PCR para medir sus

niveles de expresion (figura 8).

En cuantoalaposible modulacién de losgenes CDK2y CCNE2 por miR-200c*, en lalinea sensible
MDA-MB-231C Dox se observé un descenso de los nivelesde expresién en comparacidncon sus
niveles basales (figura 8). Es decir, una disminucién en la concentracion del miRNA miR-200c*
implicariaun aumentode expresidon de estos dos genes. No obstante, CDK2y CCNE2 tendiana
disminuirenlalinea MDA-MB-231C Dox (figura9). Porotro lado, enlalinea MDA-MB-231R Dox
se observé un aumento de expresion respecto a sus niveles basales (figura 8). Esto implicaria
qgue un aumento del miRNA deberia de disminuirlos niveles de CDK2y CCNE2. Sin embargo, los
niveles del primero aumentaban mientras que el segundo permanecian constantes ( figura 9).
Por lo tanto, nuestros resultados no parecieron mostrar una modulacién directa de los genes

CCNE2y CDK2 a través miR-200c* bajo los efectos de la doxorrubicina.

Estudios anteriores han relacionado una interaccion de miR-200c* con CDK2 y CCNE2 en
leiomiosarcoma uterino (Chuangetal. 2015) o en cancer derifidn (Wanget al. 2015). Ademas,
en este Ultimo estudio, se observé que la sobreexpresién de miR-200c* inhibia el ciclo celular

en la fase GO/G1 a través de la interaccidn con CDK2 en lineas celulares de carcinoma renal.
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tratamiento: tratamiento:
EZE MDA-MB-231C E3 MDA-MB-231C Dox
B MDA-MB-231R N MDA-MB-231R Dox

T

Expresion relativa miR-200c* (Ua)

Figura 8. Andlisis de expresién del miRNA hsa-miR-200c-3p. MDA-MD-231C: linea sensible a la
doxorrubicina, MDA.MB-231C Dox: linea sensibletratada con doxorrubicina (5uM, 24h), MDA-MD-231R:
linea resistente a la doxorrubicina, MDA-MB-231R Dox: linea resistente tratada con doxorrubicina (5uM,
24h). Los superindices a,b,cyd muestran en cada miRNA la significancia estadisticaentrelas dos lineasy
sus dos condiciones celulares, siendo el nivel de significancia0,05. El miRNA se evalud por triplicadoy se
normalizé respecto al miRNA endégeno RNU43 y respecto a la linea sensible sin tratar.

Lineas celulares Lineas celulares

E3 MDA-MB-231C E3 MDA-MB-231C Dox
Bl MDA-MB-231R Bl MDA-MB-231R Dox

2.0-
1.5- 2
b
a
1.04 gk

05{ [

Expresion relativa (Ua)

0.0

CCNE2 CDK2

Figura 9. Analisis de expresion de los genes CCNE2 y CDK2. Informacion extraida de la figura 10
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No obstante, un mismo gen puede estarregulado por diferentes miRNAs, siendo lainteraccién
con unos masfuerte que con otros. Porlo que cabria la posibilidad que en nuestro estudio otros
miRNAs u otros mecanismos reguladores estuvieran modulando aambos genes con una mayor

intensidad bajos los efecto de la doxorrubicina.

En cuanto a la implicacion de miR-200c* en el cancer de mama triple negativo, nuestros
resultados mostraron una disminucién enlaexpresionde este miRNA enlalinea MDA-MB-231C
Dox respecto sus niveles basales (figura 8) mientras que en la linea resistente se produjo el
efecto contrario, puesto que cuando se administré doxorrubicina se produjo una sobreexpresion
(figura 8). No obstante, el resultado final fue una concentracidon equivalente de miR-200c*, por

lo que a priori no pudimos asociarlo con la resistencia a la doxorrubicina.

Estudios previos al nuestro relacionaron una subexpresidon de este miRNA con una mayor
probabilidad de desarrollar metdstasis en los nodos linfaticos, proponiendo su uso junto con el
miRNA hsa-miR-205como un marcador predictivo de metdstasis (Berberetal.2014). Ademas,
disminuciones en el miR-200c* han sido asociados con aumentos en la proteina fosfatasa 1F
(PP1MF) y la proteina “FH1/FH2 domain-containing protein 1” codificada por el gen FHOD1.
Estas dos proteinas regulan laformacion de actina enel citoesqueleto. Aumentos enla expresion
de estos genes promueven lamigracién, invasiény despolarizaciéon de lacélula (Jurmeister et al.
2012). Ademas, miR-200c* también tiene como dianas, el represor de la E-cadherina “Zinc finger
E-box bindinghomeobox1” (ZEB1). De formaque disminucionesen la expresion de este miRNA
promueven unaumento de ZEB1 y una disminucion de E-cadherina. Esto permite el desarrollo

de la EMT en lacélulacon caracteristicas de invasion y migracion celular (Hurteau et al. 2007).

De forma contraria a huestros estudios, disminuciones en lasobreexpresion de miR-200c* han
sido relacionados con una mayor quimioresistencia a la doxorrubicina en la linea celular HER2
positiva BT474 y en la triple negativa MDA-MB-436 (Kopp et al. 2012). La disminucion de miR-
200c* permite unaumento enla expresion del receptor neurotréfico de tirosina quinasatipo 2
(TrkB) y de la proteinaBMI1 donde el primero se encuentraimplicado en procesos de anoikisy
el segundo enlarenovacidn celulary enlasenescencia. En nuestrosresultados, en lalinea MDA-
MB-231R Dox se observé un aumento en la expresion de miR-200c* respecto a sus niveles
basales, porlo que este miRNA tampoco pareceser el motivo de laresistenciageneradaen esta
linea. No obstante, se observé una subexpresion significativa de la linea MDA-MB-231R en
comparacion con la linea MDA-MB-231C (figura 8), lo que refuerza su uso como marcador

molecular de un fenotipo mas agresivo como indica la bibliografia.
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5. CONCLUSIONES

La expresionde los miRNAs candidatos (hsa-miR-27a-5p, hsa-miR-27b-5p, hsa-miR-2%-
1-5p, hsa-miR-424-3p, hsa-miR-1972, hsa-miR-23a-5p y hsa-miR-1972) fue diferente
entre la linea MDA-MB-231 sensible y la misma con resistencia adquirida a la
doxorrubicina, observdndose una sobreexpresion en esta ultima. No obstante, cuando
ambas lineas fueron tratadas con doxorrubicina, en ambas lineas celulares se observd

una similar subexpresién de todos los miRNAs evaluados.

La expresidn de los genes seleccionados (CDC25A, SIRT1, CCNE2, E2F1, CDK2, GMNN,
BCL2 y E2F3) asociados a rutas del ciclo celulary apoptosis, dio como resultado una
expresion diferencial de los genes CDK2 y CCNE2. Concretamente, ambos genes
aparecian subexpresadosen la linea sensible tratada con doxorrubicina respecto sus
niveles basales, mientras que enla linearesistente con doxorrubicina, laexpresién del

gen CDK2 estaba sobreexpresada y CCNE2 permanecia constante.

El analisis de la expresion del miRNA hsa-miR-200c-3p no mostré modulacidn directa
con los genes CDK2 y CCNE2, puesto que la tendencia en el cambio de expresién de
ambos genes no correspondia con el cambio de expresién observado en el miRNA hsa-
miR-200c-3p. Sin embargo, se observé una expresién diferencialde este miRNAentre la

linea MDA-MB-231 sensible y resistente, sin tratar.
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