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ABREVIATURAS

AACt: Diferencia entre el ACt de la muestra en estudio y el ACt de la muestra control.

ACt: Diferencia entre el Ct de la amplificacidon del transcrito del gen en estudio y el Ct
del transcrito del gen normalizador.

1q32.1: Brazo largo (q) del cromosoma 1, regién 3, banda 2, sub-banda 1.

3’ UTR: Region no traducida “Untranslated” ubicada hacia tres prima.

3p: Indica que el miRNA maduro proviene de la hebra del daplex con sentido 3.

5p: Indica que el miRNA maduro proviene de la hebra del diplex con sentido 5'.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

ATCC: Coleccién Americana de Cultivo Tipo (*American Type Culture Collection)”.
ATP: Adenosin trifosfato.

cDNA: ADN complementario.

Ct: Ciclo umbral (Threshold cycle)

DEPC: Dietil pirocarbonato.

DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco.

DNA: Acido desoxiribonucleico.

E3: Enzima ligasa de ubiquitina.

ER-: Negativo para receptor de estrégeno.

GAPDH: Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

HER2-: Negativo para el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal humano.
IDT: Integrated DNA Technologies, Inc.

Kb: Kilobases.

kDa: Kilodalton.

LB 6édium: Medio de cultivo Luria Bertani.



MDM2: Doble minuto murino 2.

MDM4: Doble minuto murino 4.

MDM4-FL: Doble minuto murino 4 longitud completa ("Full Length”).
MDM4-S: Doble minuto murino 4 corta (“short”).
miRNA: Micro acido ribonucleico.

miRISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA asociado a miRNA.
MRE: Elemento de respuesta a miRNA.

MUT: Mutado.

NC: Control Negativo

nm: Nandmetros.

nM: Nanomolar.

Nt: Nucleodtidos.

P1y P2: Promotor 1 y Promotor 2.

Pb: Pares de Bases.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PR-: Negativo para receptor de progesterona.

qPCR: Reaccidén en Cadena de la Polimerasa cuantitativa.
RLU: Unidades de Luminiscencia Relativa

RNA: Acido ribonucleico.

RT: Transcripcidon Reversa.

SBF: Suero Bovino Fetal.

MCS: Sitio de Clonacién Mdltiple.

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA

WT: Silvestre ("Wild-type”), no mutada
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1. RESUMEN

El cancer engloba a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferaciéon
descontrolada de células con capacidad de diseminarse a diferentes regiones del
organismo. Dentro de los variados procesos moleculares que se ven alterados en estas
patologias, se encuentra la regulacién génica postranscripcional, en donde los
microRNAs (miRNAs) son los principales exponentes. Estudios recientes han demostrado
que la desregulacion en la actividad funcional de los miRNAs juega un papel clave en la
progresion del cancer. Un ejemplo de esto es miR-30c-5p, un miRNA que es descrito en
la literatura como supresor tumoral, cuyos niveles de expresion se encuentran
disminuidos en diferentes tipos de tumores. Un analisis in silico logré predecir que miR-
30c-5p posee como posible objetivo el mMRNA de la oncoproteina MDM4, la cual juega un
papel critico en la degradacidén de supresores tumorales. Segun estos antecedentes el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto regulador que ejerce miR-30c-5p sobre los
niveles de expresion de la proteina MDM4 en una linea celular de cancer de mama. En
primer instancia, se compararon a través de RT-gPCR los niveles de expresion de RNA
de los genes MIR-30c-5p y MDM4 en lineas celulares de origen mamario, fenotipo
cancerigeno y normal, no hallandose diferencias significativas en los niveles de expresion
de miR-30c-5p, sin embargo se evidencié que la linea celular de cancer de mama MCF-
7, fue la que presentd un mayor nivel de expresién del gen MDM4. También se logré
verificar a través de un ensayo dual de luciferasa, la interaccion funcional in vitro de
miR-30c-5p con una regién de la 3'UTR del mRNA de MDM4 predicha. Finalmente se
logré evidenciar a través de un ensayo de Western Blot, que los niveles proteicos de
MDM4 aumentan en células MCF-7 al disminuir la actividad funcional de miR-30c-5p. Es
por esto que a través de los resultados obtenidos en este estudio, se puede barajar a
miR-30c-5p como un regulador de los niveles de MDM4 a nivel celular, abriendo puertas
a futuras investigaciones que busquen complementar esta via regulacion

postranscripcional.

Palabras claves: Cancer, miRNAs, miR-30c-5p, MDM4, regulacién postrancripcional.
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2. INTRODUCCION

2.1 Cancer

El término cancer engloba a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la
proliferaciéon descontrolada de células con capacidad de diseminarse a diferentes
regiones del organismo, invadiendo y destruyendo estructuras normales, pudiendo ser
letal en la mayoria de los casos (1). Es asi como el cancer esta considerado como una
de las principales causas de muerte a nivel mundial, generando alrededor de 10 millones

de defunciones el afio 2020 (2).

La biologia molecular del cancer comprende en primera instancia una acumulacion y
seleccidn sucesiva de alteraciones genéticas y epigenéticas, que permiten a las células
tumorales sobrevivir y proliferar. Las alteraciones mas caracteristicas involucran
mutaciones puntuales, anomalias cromosémicas, hipermetilacion del DNA,
modificaciones postraduccionales, entre otras que influyen en el crecimiento celular, la
apoptosis y la diferenciacion, ademas de promover la angiogénesis e invasion en etapas

posteriores (3).

Los principales genes que se ven alterados en el cancer se clasifican como proto-
oncogenes y genes supresores de tumores. Los primeros favorecen el crecimiento celular
normal, sin embargo, cuando se ven alterados promueven la tumorogénesis y se les
denomina oncogenes; por el contrario los genes supresores son capaces de inhibir el
crecimiento celular y favorecer la apoptosis, por tanto cuando existe perdida de sus
funciones, se favorece el descontrol del crecimiento y la muerte celular. Los
representantes mas ampliamente estudiados de estos genes como TP53, K-RAS, MYC
codifican para una proteina que ejerce alguna de las funciones antes descritas (4,5).
Ademas, con el avance vertiginoso de la ciencia, se ha evidenciado que genes que
transcriben para RNAs no codificantes (no se traducen a proteinas) juegan un rol
fundamental en el cancer (6), siendo los microRNAs (miRNAs) los representantes mas

ampliamente estudiados.
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2.2 microRNAs.

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de una longitud aproximada
de 19 a 30 nucledtidos, los cuales actlan uniéndose a una secuencia diana
complementaria de un RNA mensajero (mRNA), promoviendo asi su degradacion y/o
bloqueando su traduccién (7). Esta funcidon de reguladores postranscripcionales juega
un rol esencial en procesos celulares normales como la proliferacion, diferenciacion,
movilidad y muerte celular, las cuales al verse alteradas pueden desencadenar en una

transformacién maligna de las células, y por tanto promover el cancer (8).

La biogénesis candnica de los microRNAs (Figura 1) comienza con la transcripciéon a nivel
gendmico de regiones intragénicas o intergénicas, a cargo de la enzima RNA polimerasa
IT (9), siendo el resultado de este proceso un miRNA primario (pri-miRNA), el cual es
procesado a nivel nuclear por un complejo de micro procesamiento dirigido por la
endoribonucleasa Drosha (10). El procesamiento nuclear origina un pre-miRNA, el cual
es exportado al citoplasma a través de exportina 5 (XPO5) (11). Luego en el citoplasma
una ribonucleasa llamada Dicer escinde parte de su estructura formando un miRNA
duplex (11). Este ultimo se asocia a un complejo proteico comandado por proteinas
argonautas (AGO) llamado RISC (12). En esta etapa ocurre una seleccién de una de las
cadenas del duplex (3p o 5p) para que permanezca en el complejo, mientras la otra
generalmente queda susceptible a la degradacion (13). Finalmente el miRNA maduro 5p
0 3p asociado a RISC (miRISC) se une al mRNA diana logrando degradarlo o bloqueando

su traduccion (14).
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Figura 1. Esquema de la biogénesis de los miRNAs.

La unidon candnica entre el mRNA y el miRNA (Figura 2) ocurre a través de
complementariedad de bases, teniendo como requisito minimo la unidn exacta entre los
nucledtidos de una regién del mRNA denominada “Elemento de Reconocimiento de
miRNAs” (MRE), la cual esta ubicada generalmente en la region 3’ UTR del mRNA, y una
region del miRNA denomina regién semilla, la cual corresponde a los nucleétidos del 2
al 8 en sentido 5’ (12).

REGION SEMILLA

Figura 2. Representacion de la union canonica entre un miRNA y un mRNA. En rosado
se esquematiza el miRNA y en celeste el mRNA diana.
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La funcion silenciadora de los miRNAs trae como consecuencia que puedan actuar como
oncogenes o supresores de tumores bajo ciertas circunstancias, dirigiéndose a mRNAs
de proteinas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis y ciclo celular. Es por
esto que actualmente son un objetivo de estudio relevante para ser utilizados como
biomarcadores en el diagnéstico de cancer (13), o como factores prondsticos e incluso
blancos terapéuticos (14). La expresion alterada de los miRNAs puede deberse a diversos
motivos; uno de ellos son las alteraciones gendmicas como por ejemplo: deleciones,
amplificaciones, mutaciones puntuales o la metilacion aberrante de los genes que los
producen; por otra parte la inestabilidad de sus factores de transcripcion influyen en su
expresion, o incluso el incorrecto funcionamiento de la maquinaria necesaria para su
procesamiento, como por ejemplo, Drosha y DICER, los cuales al verse afectadas

promueven la carcinogénesis (15,16).

2.3 Rol de miR-30c-5p en el cancer.

La familia de microRNAs-30 es un grupo de miRNAs involucrados en un gran
numero de procesos tumorales (17). Esta conformada por lo miembros: miR-30a, miR-
30b, miR-30c, miR-30d y miR-30e, cuyos representantes 5p a pesar de poseer regiones
semilla idénticas, difieren en sus secuencias compensatorias hacia el extremo 3' (Figura
3); debido a que esta Ultima caracteristica juega un rol esencial en la estabilidad de la
unién del miRNA con el mRNA (18), es que los miembros de la familia pueden compartir
o diferir en sus dianas bioldgicas. Ademas los genes que transcriben para este grupo de
miRNAs se encuentran localizados en diferentes regiones del genoma, permitiéndoles
una expresion diferencial en diferentes tejidos y procesos bioldgicos (19). El Unico
miembro de la familia que posee 2 copias en el genoma es miR-30c, cuyos genes se
encuentran ubicados en regiones intronicas del cromosoma 1 y el 6 (MIR-30c 1y 2
respectivamente). La transcripcion de estos genes da como resultado la expresiéon de 2
variantes 3p diferentes: miR-30c-1-3p y miR-30c-2-3p, mientras que la hebra 5p es

idéntica para ambos genes (17).
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Familia miR-30-5p

miRNA Secuencia 5> 3’ Ubicacion del gen

miR-30a UGUAAACAUUCCCGACUGGAAG |Cromosoma 6

miR-30b UGUAAACAUCCUACACUCAGCU |Cromosoma 8

miR-30c UGUAAACAUCCUACACUCUCAG |Cromosomas 1y 6

miR-30d UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG |Cromosoma 8

miR-30e UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG |Cromosoma: 1

Figura 3. Secuencias de nucleétidos de los miembros de la familia miR-30. Se destaca

en amarillo cada una de las regiones semilla. En verde se destaca miR-30c-5p.

La literatura cientifica describe a miR-30c-5p como una molécula involucrada en
diferentes procesos bioldgicos, como por ejemplo adipogénesis (20), remodelacion
cardiaca (21), respuesta inflamatoria (22), diferenciacién celular (23), respuesta
antioxidante, (24), entre otros, siendo los procesos tumorales los mas descritos y
estudiados (25). De forma especifica se menciona a miR-30c-5p como un supresor
tumoral que se encuentra disminuido en un gran nidmero de canceres como el de rifidén
(26), prostata (27,28), ovario (29), cavidad oral (30), vejiga (31), mieloma multiple

(32), meduloblastoma (33), glioma (34), osteosarcoma (35), entre otros.

En el cancer de pulmdn por ejemplo, Xia y Zhong et al. evidenciaron que miR-30c-5p
presenta niveles de expresion disminuidos en muestras humanas de tumores malignos
de células no pequenas, en comparacion con el tejido normal adyacente (36). Ademas
evidenciaron que la sobreexpresion de este miRNA disminuye la capacidad de invasion
de la linea celular tumoral A549 al tener como objetivo el mMRNA de MTA1 (37). También
J. McCann et al. describié que la disminuciéon miR-30c-5p en células endoteliales favorece
la angiogénesis en tumores pulmonares de ratones in vivo (38). Por su parte Yu-Shui
Ma et al. demostrd que el mRNA del oncogén TM4SF1 es una diana directa de miR-30c-
5p, y por tanto su disminuciéon promueve la proliferaciéon de células tumorales tanto in

vitro como in vivo (39).
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En el cancer hepatico S. Hu et al. demostré que este miRNA se encontraba disminuido
en 4 lineas celulares tumorales en comparacién de una linea no tumoral, ademas que
aumentar los niveles de miR-30c-5p inhibe la proliferacion y la invasion in vitro de células
SNU449 de carcinoma hepatocelular (40). También Z. He et al. mostré resultados
similares tanto en modelos in vitro como in vivo, ademas de plantear como via el efecto

silenciador que posee miR-30c-5p sobre el gen RAB32 (41).

En el caso de los canceres gastrointestinales, miR-30c-5p se ha mostrado disminuido en
tumores sélidos humanos en comparacion del tejido adyacente normal, tanto en cancer
de estdmago como colorrectal, vinculando su efecto antitumoral al silenciamiento de
dianas como BCL9 y ADAM19 (42-44). Es interesante comentar que también se han
reportado polimorfismos en el pre-miRNA-30c, los cuales estan asociados a una mayor

predisposicidon para padecer cancer gastrico (45).

La evidencia cientifica actual sobre el rol de miR-30c-5p en cancer de mama es
abundante, pero muestra algunas contradicciones; por ejemplo diversos autores han
mostrado que este miRNA estd disminuido en tumores mamarios humanos, y que
estimular su sobreexpresiéon inhibe la proliferacion e invasion de las células malignas
(46-49), ademas de mejorar la susceptibilidad a la quimioterapia (50-53), apuntando
como sus principales dianas a los mRNA de los genes KRAS, TWF1, CTHRC1 y YWHAZ
(25). Sin embargo J. Dobson et al., plantea a miR-30c-5p como un miRNA que promueve
el fenotipo invasivo de las células de cancer de mama metastdsico cuando sus niveles

estan elevados, indicando a NOV como una de sus posibles dianas (54).

En su generalidad los articulos describen a miR-30c-5p como un supresor tumoral, no
obstante, aln existe un gran vacio respecto a las vias de sefializacion en las que se ve
involucrado y las dianas a las que se dirige, especialmente porque los miRNAs pueden
regular multiples vias y su expresion esta sujeta a diferentes factores de transcripcion.
Es por esta razén que se hace indispensable investigar otras posibles rutas en donde
miR-30c-5p se ve involucrado, y asi evaluar de forma critica los posibles beneficios de
intervenir una via de sefalizacion particular con fines terapéuticos. Es por esto que se

realizd un andlisis in silico en 2 herramientas online de prediccion de dianas para
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microRNAs, como lo son miRBD (55) y TargetScan Human (56), en donde se logro
observar que miR-30c-5p poseia una coincidencia del 100% en su regién semilla con
una secuencia MRE ubicada en la region 3'UTR del mRNA de MDM4 (figura 4), un proteina

gue ha sido ampliamente relacionada con procesos cancerigenos.

Region Semilla

3’-=  CGACUCUCACAUCCUACAAAUGU -5’ mir30c5p

5’- .. ACGUGAAAUUUACAGUGUUUACA .. -3’ " voma

MRE

Figura 4. Esquema que muestra los resultados predichos del andlisis in sillico entre la
unién de miR-30c-5p y el mMRNA de MDM4. La hebra superior corresponde a la secuencia
de miR-30c-5p.

2.4 Rol de MDM4 en el cancer

La proteina “Mouse Double Minute 4” o MDM4 (anteriormente conocida como
MDMX) es un regulador negativo de importantes supresores tumorales como por ejemplo
P53, P21, P27 y P67 (57-60). Su ortélogo en humanos se denomina “Human Double
Minute 4” (HDM4), sin embargo, por convencidn los articulos cientificos siguen utilizando
el genérico “MDM4” sin distincion de la especie con la finalidad de evitar confusiones
(61,62). Se ha reportado que MDM4 se encuentra sobreexpresada en diferentes tipos de
canceres humanos (63), incluyendo mama (64-67), estdbmago (68), colorrectal (69),

hepatico (70), entre muchos otros.

El gen que codifica para esta proteina se encuentra ubicado en el cromosoma 1g32.1 y
consta de 11 exones (61). Transcripcionalmente puede dar origen a 7 variantes de
transcritos (71); dos de ellos contemplan la transcripcion de todos sus exones, pero son
originados desde regiones promotoras diferentes (P1 y P2) (72). El producto de la

traduccién de estos transcritos son las isoformas “Full Length” (FL) de 75 kDa y 76 kDa
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respectivamente. Ambas poseen un efecto regulador de P53, debido a que presentan en
su estructura un dominio de tipo RING finger capaz de impedir la degradacion de la
proteina MDM2 y promover asi su actividad E3 ligasa contra la proteina P53, fomentando
su degradacién via proteosoma (61) (Figura 5A). Sin embargo, la isoforma MDM4-FL de
75 kDa se considera como la forma que posee expresion constitutiva en diferentes tipos
de cénceres, que a diferencia de la isoforma de 76 kDa posee activo un dominio
estructural capaz de unirse directamente a P53, inhibiendo su actividad como factor de
transcripcion (Figura 5B); Los otros 5 transcritos son generados por procesos de
empalme alternativo, y se evidencia su presencia en diferentes tipos de tejidos y lineas
celulares, siendo la isoforma “Short” (S) la mas estudiada. La isoforma MDM4-S surge
por la omision del exdn 6 y posee un peso molecular aproximado de 27 kDa (73). Esta
sigue conservando el dominio de unién a p53 y posee un mayor potencial para inhibir la
capacidad transcripcional de éste (74), sin embargo los estudios recientes han revelado
gque es mas susceptible a la degradacion que la forma FL (75), por tanto su
sobreexpresion no sugiere directamente un mayor riesgo cancer (76,77), aunque se
requiere de mas estudios para revelar su verdadero potencial oncogénico. Es importante
mencionar que todos los transcritos de MDM4 descritos hasta la fecha conservan su

3'UTR, y por tanto la MRE predicha para miR-30c-5p (Figura 4).

-Q

GENOMA

Figura 5. Representacion esquematica de las funciones realizadas por la proteina MDM4,
(A) Union de MDM4 a la E3 ligasa MDM2 promueve la degradaciéon de p53 via proteosoma
y (B) unién de MDM4 directamente a P53 inactivaa su actividad transcripcional. Imagen

modificada de S. Haupt et al., 2019 (61).
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La funcién que posee MDM4 como oncogén es de gran interés clinico, debido a que se
ha encontrado un aumento del nimero de copias a nivel gendmico en diferentes estudios
realizados en tumores sélidos humanos (78,79). También se ha evidenciado que en
presencia de un dafo en el ADN, los niveles de MDM4 se reducen rapidamente en la
célula a través de la via ubiquitina-proteosoma, sin embargo, cuando se inhibe el
proteosoma, los niveles de MDM4 aun asi disminuyen (80). Esto sugiere que existe otra
via celular que permite reducir los niveles de la proteina de MDM4, siendo la regulacion

postranscripcional mediada por miRNAs una excelente candidata.

2.5 Regulacion de MDM4 a través de miRNAs

Actualmente existe evidencia de que ciertos miRNAs tienen como diana directa el
mRNA de MDM4 en diferentes procesos celulares (81,82), disminuyendo asi los niveles
de esta proteina cuando es requerido. Un ejemplo es miR-23b, que su sobreexpresion
favorece la proliferacion de condrocitos articulares después lesiones isquémicas via
MDM4-p53 (83). Sin embargo, es en el area de las patologias oncoldgicas donde la
regulacién postranscripcional de MDM4 ha mostrado mayor interés, principalmente
porque la capacidad que tienen estas moléculas de RNA de regular negativamente a
MDM4 les permite ser potenciales dianas terapéuticas. Algunos ejemplos son miR-34a
en una gran gama de células tumorales in vitro (84) y células de pacientes con leucemia
linfocitica cronica (85), miR-661, miR-766-3p y miR-1307-3p en cancer de mama (86-
88), miR-885-3p en células de carcinoma escamoso (89), miR-126 y miR-150-5p en
células de cancer cervicouterino (90,91), miR-370 en cancer de colon (92), miR-33a en
cancer renal (93), let-7 en gliomas, miR-1205 en cancer de pulmoén de células no
pequenas (94) y tanto miR-191-5p como miR-887-3p en la variante de células pequenas

(95) o también miR-10a en leucemia mieloide aguda (96).

Es relevante mencionar que gran parte de los miRNAs mencionados han sido reportados
en la literatura en los ultimos 5 afios, lo que demuestra un gran interés de la comunidad
cientifica en la regulacién postranscripcional de MDM4 como una posible terapia en
diferentes tipos de cancer. No obstante en cancer de mama los miRNAs reportados que
regulan a MDM4 han mostrado resultados contradictorios, por ejemplo; Ila
sobreexpresion de miR-661 a pesar de inhibir el crecimiento celular, favorece los

procesos de invasion (86); miR-766-3p también ha mostrado favorecer la resistencia a
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la quimioterapia (97,98) y los altos niveles de miR-1307-3p estan relacionados con una
tasa de supervivencia mas baja en usuarios con cancer de mama (99). Es por esto, que
en la busqueda de nuevos miRNAs que poseen a MDM4 como diana y basandose en el
analisis in silico mostrado en este estudio (Figura 4), hace que miR-30c-5p sea un
candidato prometedor; sin embargo, hasta la fecha no se han publicado estudios que
validen la interaccion in vitro de miR-30c-5p y el mMRNA de MDM4, ni como este podria

interferir en sus niveles proteicos en células de cancer de mama.

Basandose en el nuevo campo investigativo plasmado en los antecedentes, nacio la
siguiente pregunta ¢Qué efecto regulador ejerce miR-30c-5p sobre los niveles de la
proteina MDM4 en lineas celulares de cancer de mama ? Esto con el fin de aportar
informacién respecto a la actividad supresora de tumores de miR-30c-5p, evaluando
como posible diana a MDM4.
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3. HIPOTESIS

Segun los antecedentes aportados, se plantea la siguiente hipétesis como respuesta a
la pregunta de investigacién: miR30c-5p interactia funcionalmente con el mRNA de

MDM4 y disminuye sus niveles en lineas celulares de cancer de mama.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto regulador que ejerce miR-30c-5p sobre los niveles de la proteina MDM4

en lineas celulares de cancer de mama.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Comparar los niveles de expresion de RNA de los genes MIR-30c-5p y MDM4 en lineas

celulares de origen mamario con fenotipo normal y tumoral.
2- Comprobar in vitro la interaccién funcional entre miR-30c-5p y el mMRNA de MDM4.
3- Describir el efecto que genera el aumento o disminucion de la actividad funcional de

miR-30c-5p en los niveles de la proteina MDM4 en una linea celular de origen mamario

con fenotipo tumoral.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefo experimental

Esta investigacion posee un enfoque cuantitativo, de tipo descriptivo vy
experimental. Los ensayos fueron realizados en un modelo in vitro, utilizando células
adherentes establecidas en cultivo celular, adquiridas desde American Type Culture
Collection (ATCC) (100). La seleccién del tipo de linea celular fue por conveniencia (no
probabilistica). Los ensayos realizados en cada objetivo especifico consideraron un
minimo en 3 réplicas bioldgicas para cada determinacién, utilizando ademas 3

repeticiones técnicas para cada una de ellas.

6.2 Cultivo Celular

Todas las células utilizadas en el estudio fueron manejadas bajo condiciones de
esterilidad en una sala de cultivo equipada con una campana de flujo laminar (Haier
Biomedical, China), una incubadora de gases (Memmert GmbH, Alemania) y un
microscopio invertido de campo claro (Carl Zeiss, China). El medio de cultivo para la
mantencion de las células fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alto en glucosa
suplementado con 10% de suero bovino fetal descomplementado (SBF) (Sigma,
Alemania) y 1% Penicilina Estreptomicina 100x (Corning, Estados Unidos). Las

condiciones de incubacion fueron a 37°C en una atmédsfera himeda con 5% de CO,.

6.2.1 Cultivo Celular para el Objetivo Especifico 1.

Se cultivaron las siguientes lineas de origen mamario en placas de 100 mm:

e MCF-10A (Cddigo ATCC: CRL-10317) (101): Linea celular epitelial no

cancerigena, aislada de una usuaria con enfermedad fibroquistica.

e MCF-7 (Codigo ATCC: HTB-22) (102): Linea celular derivada de una metastasis
pleural de un adenocarcinoma de mama subtipo luminal, p53 WT, con patrén
inmunohistoquimico HER2+, ER+, PR+.

e MDA-MB-231 (Cdédigo ATCC: HTB-26) (103): Linea celular derivada de una

metastasis pleural de un adenocarcinoma de mama subtipo basal, p53 mutado,
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patrén inmunohistoquimico triple negativo (HER2-, ER-, PR-) (37).

6.2.2 Cultivo Celular para el Objetivo Especifico 2.

Se cultivd la siguiente linea celular en placas de 96 pocillos:

e HEK-293 (Coédigo ATCC: CRL-1573) (104): Linea celular epitelial aislada de un
rifdn de embrion humano. La eleccion de esta linea celular fue debido a que es
recomendada para ensayos de luciferasa, por su alta eficiencia de transfeccién y

la capacidad de traducir fielmente proteinas recombinantes (105,106).

6.2.3 Cultivo Celular para el Objetivo Especifico 3.

Se cultivaron lineas celulares MCF-7 (Cdédigo ATCC: HTB-22) en placas de 6 pocillos. La
eleccion de esta linea celular fue debido a que ha reportado una amplificacion del gen
MDM4 a nivel genémico (107), lo cual también se ve reflejado en un aumento de los sus
niveles de expresion. Ademas esta linea celular es mencionada como control positivo

para el anticuerpo dirigido a MDM4 usado en este estudio.

6.3 Metodologia para la comparacion de los niveles de expresion de RNA de los
genes MIR-30c-5p y MDM4 a través de RT-qPCR en lineas celulares de origen

mamario de fenotipo normal y tumoral (objetivo especifico 1).

6.3.1 Extraccion de RNA.

Se extrajo el RNA total de las células mencionadas en el apartado 6.2.1, cuando
estas llegaban al 80% de confluencia. Para esto se utiliz6 un método de extraccion
organico, basado en el compuesto quimico TRIzol® (Invitrogen, Estados Unidos), seguin
el protocolo especificado por el fabricante. El método se resume en una lisis celular con
una solucidén fendlica de tiocianato de guanidinio y una serie de centrifugaciones a baja
temperatura (4°C) con solventes organicos, que logran un sedimento relativamente puro
de RNA, el cual es resuspendido finalmente en agua tratada con el inhibidor de RNasas
DEPC.

Una vez obtenido el RNA se cuantifico a través de fluorimetria, utilizando el kit

QuantiFluor RNA System™ (Promega, Estados Unidos) segun el protocolo del fabricante,
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y se verificd su integridad a través de una electroforesis en gel de agarosa 1%
desnaturalizante (hipoclorito de sodio 1%) en buffer TAE 0,5X con bromuro de etidio;
con la intensién de corroborar que su calidad fuera la éptima para los estudios

posteriores.

6.3.2 Retrotranscripcion de RNA.

La retrotranscripcion (RT) es wuna técnica utilizada para crear DNA
complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA, utilizando la actividad enzimatica
de una transcriptasa reversa (108). Debido a las diferentes caracteristicas de los RNAs
generados por los genes en estudio: mRNA para MDM4 y miRNA para MIR-30c-5p, es

gue se utilizaron dos tecnologias diferentes para generar el cDNA.

6.3.2.1 Retrotranscripcion convencional para mRNA de MDM4.

Debido a que los cebadores generados para detectar el mMRNA de MDM4 flanquean zonas
comunes con el DNA gendmico, se procedié en primera instancia a eliminar las trazas
de DNA presente en el RNA total extraido con un tratamiento de DNAsa, utilizando el kit
RQ1 RNase-Free Dnase (Promega, Estados Unidos), segun el protocolo del fabricante.
Posteriormente se purificd el RNA tratado con el kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (Omega
Bio-tek, Estados Unidos) con la intencion de eliminar las trazas de sales. Finalmente se
sintetizé el cDNA utilizando 1 pg del RNA total purificado y el kit iScript™ Reverse
Transcription Supermix (Bio-rad, Estados Unidos) segun el protocolo del fabricante. La
reaccion se llevé a cabo en un termociclador convencional modelo T100 de la misma

marca.

6.3.2.2 Retrotranscripcion “Stem Loop” para miR-30c-5p.

Los métodos de RT-gqPCR convencionales utilizan cebadores de aproximadamente 20
nucledtidos (nt), por lo tanto, requieren una plantilla que tenga al menos dos veces la
longitud de sus cebadores (~40 nt). Es por esta razén que miR-30c-5p al tener solo 22

nucledtidos es muy pequefio y requiere utilizar el método de “Stem Loop” (109).
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El método “Stem Loop” consiste en la utilizacién de cebadores que poseen dos regiones:
una especifica que se une de forma complementaria a los 6 Ultimos nucleétidos del
miRNA y una region constante en forma de horquilla que ayuda a extender su longitud.
El resultado de la RT es un cDNA de aproximadamente 60 nucledtidos que permite ser
amplificado posteriormente por qPCR convencional.

En este estudio se utilizd el kit MultiScribe™ (Applied Biosystem, Estados Unidos) segun
el protocolo del fabricante, utilizando cebadores “Stem Loop” especificos para la
retrotranscripcion de miR-30c-5p del kit TagMan™ Advanced miRNA Assay de la misma
marca. La RT se llevo a cabo en un termociclador convencional modelo T100 (Bio-rad,

Estados Unidos), utilizando 20 ng de RNA como plantilla.

6.3.3 qPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) es una técnica enzimatica
gue permite amplificar segmentos de DNA y detectarlos en cada ciclo de la reaccion a
través de la emisién de fluorescencia. En este estudio se utilizaron 2 diferentes
tecnologias para detectar y amplificar los cDNA obtenidos del paso de retrotranscripcion

anterior.

6.3.3.1 qPCR MDM4 usando SYBR Green.

Syber Green es un fluorocromo que se intercala selectivamente en el DNA de doble
hebra, por tanto entre mas DNA se amplifique mayor sera la fluorescencia emitida en
cada ciclo de reaccién. En este estudio se utilizé el kit SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix (Bio-rad, Estados Unidos) segun el protocolo del fabricante. El equipo
utilizado para realizar la técnica fue el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System de la misma marca. Los cebadores utilizados para MDM4 y los genes
normalizadores se detallan en la tabla 1 y fueron sintetizados por la corporaciéon
“Integrated DNA Technologies” (IDT) (Estados Unidos).
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Nombre del cebador Secuencia 5’ > 3’
MDMA4-F TGGAAGGACGGGCCATCT
MDM4-R TGCTATAAAAACCTTAATAACCAGCTGAA
GAPDH-F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH-R GAAGATGGTGATGGGATTTC
RPS13-F CCCAGTCGGCTTTACCCTATC
RPS13-R TCTGACGACGTGAAGGAGCA

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para determinar los niveles de expresién de
RNA del gen MDM4. En amarillo se destacan los cebadores para amplificar el cDNA del

gen en estudio y en celeste los cebadores para los genes normalizadores.

6.3.3.2 qPCR miR-30c-5p usando sondas TaqMan.

Debido a que la secuencia de miR-30c-5p presenta similitud con varios otros miRNAs,
por ejemplo los miembros de su misma familia (Figura 3), es que se decidio utilizar la
tecnologia Tagman gracias a su mayor especificidad. Esta consiste en el uso de una
secuencia de ADN asociada a un reportero, denominada sonda, que es especifica para
el cDNA obtenido del proceso de RT. La sonda esta asociada, en este caso, a un fluoréforo
emisor en su extremo 5’ y un quencher en su extremo 3’. Cuando la sonda esta intacta,
el emisor y quencher estan tan proximos que este Ultimo absorbe la fluorescencia del
fluoréforo; sin embargo durante la PCR, la polimerasa hidroliza la sonda, separando el
emisor y al quencher, permitiendo asi la sefial fluorescente (110). En este estudio se
utilizo el kit de gPCR SsoAdvanced Universal Probes Supermix (Bio-rad, Estados Unidos)
segun el protocolo del fabricante. El equipo utilizado para realizar la técnica fue el
termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System de la misma marca. Las
sondas utilizadas fueron las del kit TagMan™ Advanced miRNA Assay (Applied

Biosystem, Estados Unidos), tanto para miR-30c-5p y su normalizador (U6).
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6.3.3.3 Calculo de la expresion relativa de miR-30c-5p y MDM4.

Con el fin de poder determinar los niveles de expresion de los genes MIR-30c-5p y MDM4,
se procedid a realizar una cuantificacién relativa de ellos. Esta consiste en normalizar la
expresion del gen en estudio con la expresién de un gen control (normalizador). Un gen
normalizador es un gen que presenta expresion constitutiva en las células y presenta
variaciones minimas entre las lineas celulares utilizadas. Los genes normalizadores
utilizados en este estudio fueron: U6 para la expresion de miR-30c-5p y GAPDH junto a
RPS13 para la expresion de MDM4,

El calculo de la expresion relativa se realizé a través del método “AACt” descrito por

Livak & Schmittgen (111), el cual consiste en la siguiente férmula:

R= 2-AACt

Donde:

e R= Expresidn relativa

e ACt= Diferencia (resta) entre el Ct de la amplificacion del transcrito del gen en
estudio - Ct de la amplificacién del transcrito del gen o de los genes
normalizadores.

e AACt= Diferencia (resta) entre el ACt de la muestra en estudio (una de las 2 lineas
celulares de cancer de mama) y el ACt de la muestra control (linea celular no

cancerigena).

Una vez obtenidos los datos de R para cada linea celular, se procedié a realizar el

analisis estadistico detallado en el apartado 6.5 de la metodologia.
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6.4 Metodologia para la comprobacion in vitro de la interaccién funcional entre
miR-30c-5p y el mRNA de MDM4, a través de un ensayo dual de luciferasa

(objetivo especifico 2).

Un ensayo dual de luciferasa para miRNAs es una prueba que permite determinar la
factibilidad in vitro de la unién entre un miRNA y una regién del mRNA de un gen en
estudio. Para esto se utiliza un plasmido que posee 2 genes que codifican para proteinas
luciferasas. El primero es el gen de luciferasa de luciérnaga, al cual se le inserta al final
de su region 3’, una secuencia predicha como objetivo del miRNA en estudio. Por tanto,
si la unidén in vitro es veridica, esta proteina vera sus niveles disminuidos en presencia
del miRNA; el segundo gen codifica para una luciferasa de renilla, cuya expresién no
esta condicionada, y por tanto sirve como control de normalizacién. Los cambios en los
niveles de proteina luciferasa se evidencian a través de una reaccién enzimatica cuyo
subproducto es una sefial luminiscente que puede ser medida por un equipo llamado

l[umindmetro.
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En este estudio se utilizo el plasmido pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression
(Promega, Estados Unidos) como vector reportero (imagen 6); el cual se clond, purifico,

y finalmente transfecté en células HEK-293.

SV40 late
poly(A) signal
‘ SV40 early
enhancer/promoter

luc2

J

p\r;n |r?L0 hRIluc-neo
b fusion
PGK (7,350bp)
promoter
Synthetic

poly(A) signal

Figura 6. Representacion esquematica del vector pmirGLO Dual-Luciferase. La flecha
roja indica el gen que codifica para luciferasa de Luciérnaga. La flecha Verde indica el
gen que codifica para luciferasa de Renilla. La flecha azul indica un gen de resistencia a
la ampicilina. El cuadrado rojo indica el sitio de clonacion multiple (MCS) en donde se
insertaron los oligonucleotidos disefiados (imagen 7). Imagen obtenida desde la pagina

web de Promega Corporation (112).

6.4.1 Diseiio y sintesis de un fragmento de la 3’ UTR del mRNA de MDM4.

Debido al gran tamafio que posee la 3 UTR del mRNA de MDM4 (aproximadamente 9
kb), es que existen limitaciones técnicas para su sintesis por PCR convencional y
posterior clonacion en un vector reportero de luciferasa. Por esta razén se decidid disefar
un oligonucleodtido bicatenario que contenia solo 26 pares de bases idénticas a la regiéon

de la 3’ UTR del mRNA de MDM4 wild-type (WT) predicha para la uniéon de miR-30c-5p
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(Figura 7A). Cabe destacar que este oligonucleétido WT, no posee complementariedad
con ninguna region semilla de algun otro miRNA descrito y ademas es comun para todas

las variantes de transcritos del gen MDM4.

Como control de especificidad se disefié adicionalmente un oligonucleétido cuya region
MRE se encontraba mutada (MUT) (Figura 7B), por tanto dicha secuencia no deberia
afectar en la expresion de la luciferasa de luciérnaga. Los oligonucledtidos fueron

sintetizados por la corporacion “Integrated DNA Technologies” (IDT) (Estados Unidos).

Los oligonucledtidos disefados contaban también en sus extremos con algunos
nucledtidos complementarios a los extremos cohesivos del vector pmirGLO linearizado

por las enzimas de restriccion Sacl y Sall.

7A Oligonucleodtido 3'UTR MRE WT:

TOP: 5’- 03\‘ CACGTGAAATTTACAGTGTTTACAAATG ,)Eo =3’
BOTTOM: 3’'- |TCGAGTGCACTTTAAATGTCACAAATGTTTACAGCT| -5’
7B Oligonucleodtido 3'UTR MRE MUT:

TOP : 5'- °t|cacereanarrracacEiEeianarc| -3
T AGCT

BOTTOM: 3’'- [TCGAGTGCACTTTAAATGTC, i [ TTTAC -5"

Figura 7. Esquema de los oligonucleétidos disefados para la evaluacion in vitro de la
unién de miR-30c-5p sobre la 3" UTR del mRNA de MDM4. Los nucleétidos negros
corresponden a una regién idéntica de la 3’ UTR del mRNA de MDM4. Los nucleétidos
verdes corresponden a una regién complementaria a los extremos cohesivos formados
por Sacl en el pldsmido pmirGLO, mientras que los azules corresponden a una regién
complementaria a los extremos cohesivos formados por Sall. (A) En amarillo se destaca
la MRE WT y en rosa la MRE Mutada (MUT).
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6.4.2 Ligacion.

Esta técnica permite unir 2 secuencias de DNA a través de la accién de una enzima
ligasa, la cual cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre grupos fosfatos
ubicados en los extremos 5’ y grupos hidroxilos de los extremos 3’ en presencia de ATP
(113).

En este estudio para ligar los oligonucledtidos disefiados al vector reportero, se utilizo la
enzima T4 ligasa (New England Biolabs, Reino Unido) segun las indicaciones del
fabricante. Los plasmidos recombinantes generados WT y MUT, se esquematizan en la

figura 8A y 8B respectivamente.

pmirGlo-3 UTR MDM4 MRE WT pmirGlo-3’' UTR MDM4 MRE MUT

8A

MRE
WT

Figura 8. Representacion esquematica de los plasmidos recombinantes elaborados. La
flecha roja indica el gen que codifica para luciferasa de Luciérnaga. La flecha verde indica
el gen que codifica para luciferasa de Renilla. La flecha azul indica un gen de resistencia
a la ampicilina. La regidon morada corresponde a los oligonucleétidos disefiados (Figura
7). (A) Se representa en amarillo la regién MRE “wild type” de MDM4 predicha para miR-

30c-5p. (B) Se representa en rosado region MRE mutada.
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6.4.3 Transformacion de bacterias competentes.

Con la finalidad de clonar los plasmidos recombinantes creados en el paso anterior, es
que se utilizaron bacterias competentes Escherichia coli XL1-Blue. Estas fueron
transformadas a través de un método quimico basado en CaCl, y choque térmico; lo que
permite incrementar la permeabilidad de la membrana celular de las bacterias para
incorporar asi el plasmido. Posteriormente las bacterias sometidas al proceso de
transformacién se hicieron crecer en placas petri de 100 mm con medio Luria-Bertani
(LB) solido a 37°C durante toda la noche. Debido a que el plasmido pmirGLO posee en
Su secuencia un gen que confiere resistencia a la ampicilina, es que el medio de cultivo
solido fue previamente suplementado con 50 ug/mL de ampicilina, con la intencion de

favorecer solo el crecimiento de las bacterias que si incorporaron los vectores.

Al presenciar colonias de bacterias, se procedié a tomar un inéculo individual de ocho
colonias transformadas con el vector MDM4-WT y 8 colonias transformadas con el vector
MDM4-MUT. Los indculos fueron depositados por separado en tubos de crecimiento
bacteriano de 5 mL, que contenian medio liquido LB con ampicilina, y se dejaron

creciendo toda la noche en agitacién a 37°C.

Tras el crecimiento en medio liquido se comprobd la incorporaciéon de los vectores a
través de PCR convencional, utilizando el kit asociado a la enzima GoTag® Flexi DNA
Polymerase (Promega, Estados Unidos), segun las indicaciones del fabricante. Los
cebadores utilizados se detallan en la tabla 2 y dan como resultado un producto de
amplificacion de aproximadamente 200 pb. El resultado de la PCR se analizd en un gel
de agarosa al 2% en buffer TAE 0,5X tefiido con bromuro de etidio; se obtuvieron mas
de 5 colonias correctamente transformadas por cada uno de los plasmidos

recombinantes utilizados (anexo 1).

Finalmente se selecciond un crecimiento liquido de una colonia exitosamente
transformada para cada uno de los vectores utilizados y se maximizd su crecimiento en
15 mL de medio LB en matraces el Erlenmeyer, durante toda la noche a 37°C en

agitacion.
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Nombre del cebador Secuencia 5’ > 3’

PCR_pmirGLO.Luc2 - F TTACAACCGCCAAGAAG

Bottom 3’ UTR MDM4 MRE WT- R TCGACATTTGTAAACACTGTAAATTTCACGTGAGCT

Bottom 3’ UTR MDM4 MRE MUT- R | TCGACATTTTCGTGACCTGTAAATTTCACGTGAGCT

Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados para comprobar por PCR la incorporacién de
los vectores recombinantes (imagen 8) a las bacterias competentes. (F) Forward. (R)

Reverse.

6.4.4 Extraccion DNA plasmidico y Secuenciacion.

Con la intencidn de extraer los vectores clonados de las bacterias competentes crecidas
en medio liquido, se utilizé el kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, Estados
Unidos). Este kit cuenta con la capacidad adicional de eliminar las endotoxinas
producidas por las bacterias, otorgando un DNA plasmidico apropiado para la

transfeccion de células eucariontes.

Una vez obtenido el DNA plasmidico purificado se cuantificd a través de fluorimetria,
utilizando el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, Estados Unidos) segun el
protocolo del fabricante. Finalmente las construcciones realizadas se analizaron por

secuenciacion (NGS), logrando corroborar su correcta clonacion.

6.4.5 Transfeccion de células HEK-293

La transfeccion es una técnica de laboratorio que permite la introduccion de acidos
nucleicos exdgenos a células de cultivo celular. El kit utilizado en este estudio
corresponde a FUGENE® HD Transfection Reagent (Promega, Estados Unidos) segun las
indicaciones del fabricante. Este kit se basa en la utilizacion de lipidos cargados
positivamente, los cuales forman complejos con 4acidos nucleicos (cargados

negativamente) para facilitar su entrada a la célula.
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Las células HEK-293 fueron transfectadas con los tratamientos detallados en la tabla 3,
cuando estas alcanzaban el 70% de confluencia. La cantidad de vector utilizada para
cada uno de los tratamientos fue de 100 ng por pocillo. Los tratamientos 2, 4 y 6 se co-
transfectaron ademas con una molécula que imita la funcion de miR-30c-5p llamada
miR-30c-5p mimico, la cual corresponde a un RNA de doble hebra que simula un miRNA
duplex enddgeno, pero que ademas estd modificado quimicamente para favorecer en
este caso solo la formacion del complejo miRISC con la hebra 5p. La molécula mimico
utilizada en este estudio fue de la linea mirVana™ (Invitrogen, Estados Unidos), la cual

fue transfectada a una concentracion de 2 nM por pocillo.

Tratamiento Moléculas Transfectadas

1 Vector pmirGLO sin 3" UTR de MDM4 insertada

Vector pmirGLO sin 3’ UTR de MDM4 insertada + miR-30c-5p mimico

Vector pmirGLO-3" UTR MDM4 MRE WT

Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE WT + miR-30c-5p mimico

Vector pmirGLO-3" UTR MDM4 MRE MUT

| | Al W N

Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE MUT + miR-30c-5p mimico

Tabla 3. Tratamientos de transfeccién utilizados para la realizacién del ensayo dual de

luciferasa.

6.4.6 Ensayo dual de luciferasa y calculo de la Intensidad de Luminiscencia

Relativa.

6.4.6.1 Ensayo dual de luciferasa

Una vez transcurridas 48 horas postransfeccion, se midié la actividad enzimatica de
luciérnaga a través del kit Dual-GLO® Luciferase Assay System (Promega, Estados
Unidos) segun las indicaciones del fabricante. El kit consiste en primer lugar en una lisis
celular, acomparfiada de la exposicidon de la luciferasa de luciérnaga a su sustrato. Luego
de 10 minutos se procede a medir la luminiscencia. Posteriormente se afiade un reactivo
gue detiene la actividad enzimatica de la luciferasa de luciérnaga y ademas sirve como
sustrato para la luciferasa de renilla. Se incuba 10 minutos y luego se mide la
luminiscencia de esta ultima.
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Las mediciones se realizaron en una placa blanca de 96 pocillos, con la intencion de
minimizar el escape de luz, en la funciéon lumindémetro del lector de placas Synergy HT
(Biotek, Estados Unidos). Se utilizaron los filtros de emision 535-590 nm para la
adquisicion de la luminiscencia de luciferasa de luciérnaga y 520-528 nm para la

luminiscencia de luciferasa de renilla.

6.4.6.2 Calculo de la intensidad de luminiscencia relativa (RLI).

Para calcular la RLI de cada tratamiento se realizé en primera instancia una sustraccion
de la luminiscencia de fondo, la cual correspondia a la luminiscencia obtenida de células
sin tratar expuestas a las mismas condiciones del kit Dual-GLO® Luciferase Assay
System. Posteriormente se calculé la razén de luminiscencia entre luciérnaga y renilla,
dividiendo los valores de luminiscencia obtenido de la reaccién enzimatica de la luciferasa
de luciérnaga con los valores de luminiscencia obtenidos de la reaccion de luciferasa de
renilla. Finalmente, la razén luciérnaga/renilla calculada para cada tratamiento se dividio

por la razén luciérnaga/renilla del tratamiento control (Vector pmiRGLO sin inserto).

6.5 Metodologia para determinar el efecto que genera el aumento o disminucion
de la actividad funcional de miR-30c-5p en los niveles de expresion de la
proteina MDM4 en una linea celular de origen mamario con fenotipo tumoral, a

través de Western Blot. (objetivo especifico 3).

6.5.1 Transfeccion células MCF-7.

Las células MCF-7 fueron transfectadas cuando el cultivo llegé al 70% de confluencia,
utilizando los tratamientos descritos en la tabla 4, a través del kit FUGENE® HD
Transfection Reagent (Promega, Estados Unidos) segun las indicaciones del fabricante.
La concentracion de transfeccion para las moléculas mimico fue de 50 nM por pocillo,
mientras que para las moléculas inhibidoras y el control negativo (NC) fue de 75 nM por
pocillo. Las moléculas inhibidoras utilizadas en los tratamientos 4 y 5, también son
llamadas antagomiR y corresponden a RNA monocatenario que presentan una secuencia
complementaria al miRNA que se quiere inhibir, por lo cual una vez al interior de la célula
compite con las dianas enddgenas de miR-30c-5p uniéndose a este Ultimo por
complementariedad de bases, logrando asi una regulacién negativa del miRNA en
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estudio. Los inhibidores utilizados en este estudio fueron de la linea mirVana™
(Invitrogen, Estados Unidos) y son especificos para miR-30c-5p. También se incorporo
un control negativo de tratamiento, para lo cual se usé un mimico que no posee target

descrito en células humanas.

Tratamiento Moléculas Transfectadas
1 Sin transfeccion (WT)
2 miR-30c-5p mimico (M)
3 miR-30c-5p inhibidor (I)
4 miR-30c-5p mimico + miR-30c-5p inhibidor (M+1I)
5 miR-7116-5p Mus musculus mimico (NC)

Tabla 4. Tratamientos de transfeccidén utilizados para la realizacion del ensayo dual de
luciferasa. (WT) Wild-Type. (NC) Control Negativo.

6.5.2 Extraccion y cuantificacion de proteinas.

La extraccion de proteinas se realizdé 24 horas postransfeccion. Para esto las células MCF-
7 fueron lavadas con PBS 1X y posteriormente desprendidas de la placa con tripsina 1X.
El contenido de cada pocillo fue transferido a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL el cual
contenia medio de cultivo con SBF para detener la actividad de la tripsina. Los tubos
fueron centrifugados a 1500 rpm para sedimentar las células y posteriormente eliminar
el sobrenadante. Finalmente se lisaron las células sedimentadas con buffer RIPA (“*Radio-
Immunoprecipitation Assay Buffer”), el cual dentro de sus componentes contiene
contiene 1% de triton X-100 como detergente y 0,1% de SDS como agente
desnaturalizante de proteinas. El buffer RIPA también fue complementado con un

inhibidor de proteasas. El proceso de lisis fue facilitado por la sonicacién de las muestras.

La cuantificacién de proteinas se realizd con el kit colorimétrico BCA protein Assay Kit
(Thermo Scientific™, Estados Unidos) segun las indicaciones del fabricante. La
cuantificacion se realizoé en un lector de placa tipo ELISA modelo EL808 (Biotek, Estados

Unidos), a una longitud de onda de 595 nm.
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6.5.3 Western Blot

La técnica de Western Blot (WB), es un inmunoensayo que permite la detecciéon y
cuantificacion de proteinas de forma sensible y especifica. Esta técnica consiste en
primera instancia en separar un concentrado de proteinas totales a través de una
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Posteriormente se transfieren
las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa. Una vez que las proteinas se
encuentran en la membrana se bloquea con un concentrado de proteinas para luego
incubarlas con un anticuerpo primario especifico para la proteina de interés. Terminada
la incubacién, la membrana se lava y se incuba con un anticuerpo secundario especifico
para la especie en el que fue producido el anticuerpo primario; el anticuerpo secundario
esta conjugado con una enzima Peroxidasa de Rabano Picante (HRP) la cual en presencia
de su sustrato (peroxido de hidrégeno) provoca una reaccion capaz de oxidar a una
molécula quimioluminiscente llamada luminol. La luz emitida en la reaccion puede ser

fotografiada y posteriormente cuantificada.

La electroforesis del Western Blot consideré 75 pg de proteinas en un gel de
poliacrilamida al 8%. El gel de alineacién y separador se polimerizaron utilizando 0,1%
de TEMED y 1% de persulfato de amonio (PSA). El buffer de corrida electroforética
contenia 192 mM de Glicina, 25 mM de Tris y 0.1% de SDS. Las proteinas se cargaron
en el gel previamente mezcladas con buffer de carga 5X que contenia beta-
mercaptoetanol y desnaturalizadas por choque térmico 5 minutos a 95°C. Como
marcador de peso molecular se utilizo el blue prestained protein (New England Biolabs,
Reino Unido) cuyo rango de peso molecular oscila entre 11 y 250 kDa. Una vez las
proteinas fueron separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa que poseian
un tamafo de poro de 0.45 ym. El buffer de transferencia utilizado contenia 1,92 M de
Glicina y 0,25 M de Tris.

La transferencia se corrobord con tincion de rojo ponceau en las membranas, las cuales
luego fueron lavadas en PBS 1X con tween 20 al 0,5%. Una vez que el colorante fue
eliminado completamente se procedio a bloquear las membranas con leche descremada
5% marca Svelty, diluida en buffer PBS 1X con tween 20. Las membranas bloqueadas

fueron incubadas con anticuerpos para la proteina MDM4 humana utilizando el
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anticuerpo primario MDMX (D-4): sc-74468 (Santa Cruz, Estados Unidos), a una
concentracion 1:50. Este anticuerpo posee una marcacién aproximada de 80 kDa segun
fabricante. Como proteina normalizadora se utilizé la Actina, la cual se detectd utilizando
el anticuerpo primario MA1-744 (mAbGEa) (Thermo Scientific™, Estados Unidos) a una
concentracion de 1:8000. Este anticuerpo posee una marcacién aproximada de 40 kDa
segun fabricante. Las incubaciones con anticuerpo primario se realizaron por una hora a
37°C en agitacion (60 RPM). Como anticuerpo secundario se utilizd un anti-ratén
generado en cabra conjugado con HRP (Thermo Fisher, Estados Unidos), en
concentraciones 1:5000 para MDM4 y 1:15.000 para la Actina. La incubacion fue por

una hora a temperatura ambiente en agitacion.

Todos los anticuerpos utilizados se encontraban diluidos en leche descremada 5% marca
Svelty, diluida en buffer PBS 1X con tweed 20 (0,5%). Finalizadas las incubaciones con
el anticuerpo secundario, la membrana se lavd y posteriormente se incubd en una
solucion de revelado (perdxido de hidrogeno y luminol) del kit Clarity Max™ Western
ECL Substrate (Bio-rad, Estados Unidos).

La adquisicion de las imagenes se realizd en un sistema de LI-COR Biosciences (Estados
Unidos), que contempla un escaner de luminiscencia C-digit asociado al software Image
Studio™.

6.5.3.1 Analisis densitométrico del Western Blot

La densitometria se basa en la medicidon de la densidad de pixeles presentes en las
bandas obtenidas de la adquisicion de imagenes del Western Blot. Se acepta que la
cantidad de pixeles es proporcional a la cantidad de luz emitida y recibida por el sistema,
por tanto, es reflejo de la cantidad de una cierta proteina en la membrana. Es por esta
razon que para comparar la densidad de pixeles de un tratamiento respecto a otro, es
necesario tener un normalizador que ayude a discernir que el cambio de densidad no es
debido a una diferencia en la cantidad de proteina cargada en el carril, sino mas bien
debido al tratamiento. Los normalizadores utilizados deben presentar una expresion
constitutiva en todas las lineas celulares estudiadas y no deben variar debido los
tratamiento ejecutados en ellas. En este estudio se utilizé la expresion de la proteina
Actina como normalizador.
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El anadlisis densitométrico se realizé en el programa Image Studio™ de LI-COR
Biosciences. En primer lugar se calibré el contraste de forma manual en la imagen
completa obtenida del escaner para mejorar la interpretacion visual. Luego se utilizaron
rectdngulos de medicion densimétricos que poseian la misma &rea para cada
tratamiento. El software calculd la densidad de pixeles para cada tratamiento y proteina
en estudio, ademas de sustraer automaticamente el fondo inespecifico asociado a cada
inmunomarcacion. Finalmente los datos de densidad se tabularon en el programa
Microsoft Excel, en donde se calculd la expresion relativa de la proteina MDM4 en cada
tratamiento, dividiendo la densidad obtenida de esta proteina por la densidad obtenida

en la Actina.

6.6 Analisis Estadistico.

El analisis estadistico y la creacidén de los graficos se realizé en el software GraphPad
Prism (Dotmatics , Reino Unido). Tanto para la comparacion de las expresiones relativas
de los genes en estudio (objetivo especifico 1), como para la comparaciéon de la
intensidad relativa de luminiscencia (objetivo 2), se realizé un test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con multicomparacién de Dunn’s. El contraste de hipoétesis de los analisis
considerd un nivel de significancia de 0,05 (a), por lo tanto, las diferencias se
interpretaron estadisticamente significativas con valores de p<0,05. En el caso de la
comparacién de los niveles de proteinas relativos (objetivo especifico 3), no se pudo
realizar un test de hipodtesis estadistico debido a que el tamafio de la muestra era muy
pequefio (n:2). A pesar de lo mencionado, se explicita que existid una tendencia y

concordancia entre los resultados obtenidos en las dos repeticiones del experimento.

40



7. RESULTADOS

7.1 Comparacion de los niveles de expresion de RNA de los genes MIR-30c-5p
y MDM4 en lineas celulares de origen mamario de fenotipo normal y tumoral

(objetivo especifico 1).
7.1.1 Expresion relativa de miR-30c-5p en lineas celulares de origen mamario.

La determinacion de la expresion relativa a través de RT-gPCR no evidencid una
diferencia significativa para los niveles de miR-30c-5p entre las tres lineas celulares de

mama (Figura 9).
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Figura 9. Niveles de expresion del gen MIR-30c-5p en tres lineas celulares de mama.
Las barras de colores corresponden al promedio de la expresién relativa (n=4), ademas
se grafica sobre ellas la barra de desviacidén estandar. La prueba estadistica no arrojo

una diferencia significativa (p>0,05).
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7.1.2 Expresion relativa del mRNA de MDM4 en lineas celulares de origen

mamario.

La determinacion de la expresién relativa de mRNA del gen MDM4 a través de RT-qPCR
demostrd un aumento significativo en la linea celular MCF-7 (p<0,05) en comparacion a
los niveles mostrados por la linea de fenotipo normal MCF-10 y la tumoral MDA. Por otra

parte, no hay diferencia en la expresion de MDM4 en estas dos ultimas (p>0,05).
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Figura 10. Niveles de expresion del gen MDM4 en tres lineas celulares de mama. Las
barras de colores corresponden al promedio de la expresién relativa (n=4), ademas se
grafica sobre ellas |la barra de desviacion estandar. (*) diferencia significativa (p<0,05),

(ns) diferencia no significativa.
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7.2 Comprobacion in vitro de la interaccion funcional entre miR-30c-5p sobre
la 3’ UTR del mRNA de MDM4.

La interaccion funcional entre miR-30c-5p y el mMRNA de MDM4 se comprobd a través de
un ensayo dual de luciferasa utilizando las lineas celulares HEK-293. Estas fueron
transfectadas con los tratamientos detallados en la tabla 3. Los resultados se detallan
en la figura 11, en donde se pudo evidenciar que la incorporacion de las secuencias tanto
WT como MUT en el vector pmirGLO no interfieren en su actividad luciferasa, debido a
gue no presentan diferencias significativas con el vector sin estos insertos. También se
observa que el aumento de la actividad funcional de miR-30c-5p a través de la
transfeccion de moléculas mimicas, no afectan la actividad luciferasa del vector pmirGLO
sin inserto o con la MRE mutada, ya que no presentan diferencias significativas con el
tratamiento sin el mimico; sin embargo, es posible evidenciar una disminucion
significativa cuando el vector pmirGLO lleva inserto el segmento de la 3’ UTR de MDM4
con la MRE WT predicha de manera in silico para miR-30c-5p. Ademas la especificidad
del efecto se corrobora debido a que la disminucion significativa evidenciada con la

secuencia WT no ocurre cuando la secuencia se encuentra mutada.
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Actividad Relativa de Luciferasa en células HEK-293

* *

Luminiscencia Relativa
(Luciernaga/Renilla)

TRATAMIENTOS

Figura 11. Actividad Relativa de Luciferasa para cada uno de los tratamientos de
transfeccion en células HEK-293, 48 horas postransfeccion. Cada barra representa un
promedio de RLI (n=5). Las barras negras representan el vector pmirGLO sin inserto,
las barras azules al vector pmirGLO con inserto MRE WT vy las rojas al vector pmirGLO
con MRE mutada. Ademas se grafica sobre cada barra de desviacion estandar y se

representan las diferencias significativas (p<0,05) con un asterisco.

7.3 Efecto que genera el aumento o disminucion de la actividad funcional de
miR-30c-5p en los niveles de la proteina MDM4 en una linea celular de origen

mamario con fenotipo tumoral.

El efecto regulador de miR-30c-5p sobre los niveles de la proteina MDM4 se estudio en
la linea celular MCF-7, como representante in vitro de cancer de mama. Para esto se

transfectaron con los tratamientos detallados en la tabla 4, para luego determinar los
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niveles de la proteina a través de la técnica de Western Blot. Como se puede apreciar
en la figura 12, existe una tendencia en el aumento de los niveles relativos de la proteina
MDM4 en células MCF-7, 24 horas después de ser transfectadas con un inhibidor de miR-
30c-5p, en comparaciéon con las células MCF-7 sin tratamientos (WT) y tratadas con un
control negativo (NC). También se ve un aumento aparente en el tratamiento que
combina el uso del mimico e inhibidor de miR-30c-5p. Cabe resaltar que las diferencias
mencionadas se basan en la tendencia de los resultados de 2 réplicas biolégicas (en
ambos experimentos se presenté un aumento de MDM4), sin embargo, la ejecucion de
solo 2 repeticiones del experimento imposibilita el uso de un test de hipotesis estadistica
para evaluar diferencias significativas, por la baja representatividad del tamafio

muestral.
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Niveles de expresion relativos de la proteina MDM4
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Figura 12. Niveles proteicos de MDM4 en células MCF-7, 24 horas postransfeccién, al
utilizar los tratamientos descritos en la tabla 3. NC (control negativo), M+I (mimico miR-
30c-5p + inhibidor miR-30c-5p), I (inhibidor miR-30c-5p), M (mimico miR-30c-5p) y WT
(células no tratadas). (A) Western Blot de lisados proteicos, donde el panel superior
muestra la expresion de la proteina MDM4, mientras que el panel inferior muestra la
expresion de la proteina normalizadora Actina. (B) Andlisis densitométrico de las
imagenes obtenidas de la técnica de Western Blot, donde cada barra representa los

niveles relativos de la proteina MDM4 (n=2). Se grafica sobre cada barra la desviaciéon
estandar.
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8. DISCUSION.

La evidencia publicada sobre la regulacién postranscripcional de genes oncogénicos a
través de miRNAs cada vez es mas abundante, y comienza a tomar gran importancia
para barajar nuevos enfoques terapéuticos contra el cancer (114,115). Como primer
acercamiento a las intervenciones clinicas, los ensayos in vitro aportan evidencias que
permiten su posterior uso en modelos animales, resguardando asi los estandares
bioéticos. En el caso de los estudios que involucran procesos neoplasicos en cancer de
mama, el uso de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 como representantes de
diferentes fenotipos tumorales malignos, es de gran ayuda para poder revelar nuevas

vias de sefalizacion candidatas a ser intervenidas.

La presente investigacién evidencia que las lineas celulares de cancer de mama no
presentaron diferencias significativas en los niveles de expresion de miR-30c-5p con
respecto a la linea no cancerigena MCF-10A (Figura 9). Este resultado es contradictorio
a lo publicado por el grupo de Yuan-hui Lai et al. el afio 2017, el cual describe que los
niveles de miR-30c-5p se encuentran disminuidos en las lineas celulares cancerigenas
MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion de MCF-10A (46). Considerando que miR-30c-5p
es un miRNA cuyos niveles se ha relacionado directamente con funciones anti-
proliferativas (25), es contradictorio pensar que la linea celular MCF-10A, cuya tasa de
crecimiento en cultivo celular es mayor que el de sus contrapartes cancerigenas
(116,117), presentase una mayor expresion de este miRNA. Ademas, la linea MCF-10A
a pesar de ser utilizada como modelo in vitro no cancerigeno, sigue teniendo
caracteristicas tumorales, debido a que proviene de un fibroadenoma con deleciones en
genes supresores de tumores como por ejemplo p16 y p14ARF (118), provocando asi la
sobreexpresion de oncogenes como c-MYC (119), lo que favorece la inmortalizacién y el
aumento de la proliferacién. Por tanto, es comprensible evidenciar que los niveles de
miR-30c-5p se encuentren en niveles similares en las lineas evaluadas, debido a que la
caracteristicas de malignidad estan asociados a la capacidad invasiva de las células, y

no necesariamente a las proliferativas.

En este trabajo, tampoco se encontré una diferencia significativa en los niveles de

expresion de las células MCF-7 respecto a MDA-MB-231 (Figura 9), a diferencia de lo
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publicado en el 2014 por J. Dobson et al. o Y. Fang et al. los cuales si encontraron
diferencias, pero con resultados opuestos, el primero describe una mayor expresion de
miR-30c-5p en MDA (54), mientras que Fang describe a MCF-7 como la linea que lo
sobreexpresa (53), por tanto este es otro campo de investigacién que se debe esclarecer.
Lo que si se puede decir con claridad es que ambas lineas celulares presentan un
cariotipo similar, evidencidandose trisomias del cromosoma 1 y tetrasomias del
cromosoma 6 (120-122), cromosomas en donde se encuentra los loci de los genes que
codifican para miR-30c-5p (17), y por tanto la diferencia de expresion evidenciada por
los autores mencionados, solo podria ser explicada por mecanismos moleculares y no

citogenéticos.

En esta investigacidon se reporta por primera vez que el mRNA de MDM4 es mas
abundante en la linea tumoral subtipo luminal MCF-7, en comparacion de MDA-MB-231
de tipo basal y la no tumorogénica MCF-10A (Figura 10). Estos resultados pueden ser
explicados en parte por la presencia de 5 copias del gen MDM4 en el genoma de las
células MCF-7 (107), sin embargo no se encontraron estudios que describan estas
amplificaciones en lineas MCF-10A y MDA-MB-231. De forma concordante D. Gilkes et
al. describe a MCF-7 como una linea que sobreexpresa MDM4 tanto a nivel de mRNA y
proteina en comparacion de otras lineas celulares tumorales como H1299 de carcinoma
de pulmén, U20S y SJSA de osteosarcoma o las no tumorogénicas A549 de epitelio
alveolar normal (123). También es importante mencionar que la linea MCF-7 presenta
el gen P53 WT a diferencia de la linea celular MDA-MB-231(124), por tanto es valido el
uso de esta linea celular de tipo luminal como un buen modelo para poder estudiar mas
en profundidad la via de sefalizacion p53-MDM4 en los procesos neoplasicos de cancer
de mama, considerando ademdas que, ya se ha reportado en la literatura que el
silenciamiento del gen MDM4 en células MCF-7 provoca la disminucion de su capacidad
replicativa, via P53 (107). Por otro lado las células no cancerigenas MCF-10A que
también poseen p53 de tipo WT, presentan niveles menores de esta proteina en
comparacién de la linea MCF-7 (124), lo que es contradictorio a lo esperado, debido a
gue el aumento de la expresion del gen MDM4 reportado en esta investigacion por parte
de las células MCF-7, segun las vias actualmente descritas, deberia reflejarse en la

regulacion negativa del supresor tumoral; aunque una explicacidon podria ser que la
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isoforma de MDM4 aumentada en MCF-7 podria ser una que favorezca la inactivacién de
p53 como factor de transcripcion y no necesariamente una isoforma que facilite su
degradacion via MDM2 (61).

Es relevante mencionar que los cebadores usados en este estudio para la deteccién del
mMRNA de MDM4, apuntan a todas las variantes de los transcritos del gen, por tanto, una
proyeccién adecuada seria poder diferenciar este aumento del mRNA en células MCF-7
a través de RT-gPCR multiple, logrando determinar la variante del transcrito mas
abundante, lo que seria de gran interés debido a sus diferentes funciones sobre

supresores tumorales como p53, p16 o p21.

Los resultados obtenidos de los niveles de expresion de los genes en estudio en las lineas
celulares estudiadas, no permiten suponer que existe una regulacién de MDM4 por parte
de miR-30c-5p a través de la degradacion de mRNA, puesto que, a pesar de que este
miRNA se encuentra sin diferencias aparentes en todas las lineas de origen mamario
estudiadas, si se observa diferencia en los niveles del mMRNA de MDM4, siendo mayores
en MCF-7 (Figura 10). Por esta razén fue primordial la verificacién in vitro de la

interaccion funcional entre estos dos RNAs.

Los resultados del ensayo dual de luciferasa presentados en esta investigacién (Figura
11), permiten que este estudio sea pionero en reportar la interaccién funcional in vitro
de miR-30c-5p con una porcién de la 3° UTR del mRNA de MDM4; teniendo como
evidencia principal, la disminuciéon de casi un 50% de la intensidad de luminiscencia
relativa del plasmido pmirGLO que contenia dicha secuencia, una vez que se aumentara
la actividad funcional de miR-30c-5p a través de moléculas mimicas. A pesar de los
resultados positivos para verificar la interaccidon in vitro entre el mMRNA de MDM4 y miR-
30c-5p, se requirié de ensayos de western blot para revelar si dicha interaccion afectaba
a los niveles proteicos. Dichos estudios se realizaron en la linea celular MCF-7, debido a
gue sus niveles de expresion del gen MDM4 son superiores en comparacion de la linea
MDA-MB-231 (figura 10). Cabe mencionar que los resultados del ensayo dual de
luciferasa debe ser complementado en un futuro con técnicas mas sofisticadas, como
por ejemplo, la inmunoprecipitacion de RNA (RIP) de proteinas AGO2 (128), la cual

permite comprobar directamente la unién MmiRNA-mRNA en las lineas tumorales en
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estudio, ademas considerando la 3’ UTR completa en estado WT del mRNA de MDM4

enddgeno.

El presente estudio presenta evidencias que sugieren que al disminuir la actividad
funcional de miR-30c-5p utilizando una molécula antagomiR en células MCF-7, los
niveles proteicos de MDM4 tienden a aumentar en comparacion a las lineas no tratadas
o tratadas con un control negativo (figura 12). Este hallazgo sugiere que la actividad
funcional de miR-30c-5p enddgeno en células MCF-7 juega un papel clave en la
regulacién postranscripcional de MDM4. Sin embargo, esta regulacion pareciera ser
compleja, debido que no se logrd evidenciar una disminucion de la proteina cuando se
aumentd la actividad del miR-30c-5p a través de la transfeccion de su mimico (figura
12). Esto podria explicarse debido a que algunos mRNA para poder ser silenciados de
forma efectiva requieren de mas de un miRNA uniéndose a su estructura (125,126); es
por esta razén que se propone que la actividad funcional de miR-30c-5p enddgeno es
clave para mantener estabilizados los niveles de la proteina MDM4, no obstante, el
aumento de la actividad funcional de este miRNA no es suficiente por si solo para
disminuir los niveles de la proteina, quizas porque requiere de otros miRNAs para hacer

un silenciamiento efectivo, como por ejemplo los descritos por Dehua Yu et al. (127).

Una proyeccion apropiada seria realizar pruebas para comprobar la eficiencia de
transfeccion de las moléculas mimicas de miR-30c-5p en lineas celulares MCF-7, porque
podria existir la posibilidad de que el efecto no observado en la disminucién de la proteina
MDM4 al aumentar la actividad funcional del miRNA, fuese producto de una baja
eficiencia de transfeccion de estas moléculas de RNA pequefias de doble hebra. Ademas
se considera fundamental lograr aumentar el tamafo muestral en los ensayos de
Western Blot, debido a que esta investigacion solo considero un n:2, imposibilitando un
correcto analisis estadistico que confirme que la tendencia observada sea realmente
significativa. La falta de repeticiones experimentales en ese ensayo se debid
principalmente a la inconsistencia en los lotes de anticuerpo MDMX (D-4): sc-74468 de
Santa Cruz, los que provocaron varias veces ausencia de marcacién en todos los

tratamientos y controles.
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Finalmente es importante mencionar que a través de los resultados obtenidos en este
estudio, se puede barajar a miR-30c-5p como un regulador de los niveles de MDM4 a
nivel celular, abriendo puertas a futuras investigaciones que busquen complementar la
ruta de sefalizacién apuntando por ejemplo a p53. Ademas seria interesante seguir
indagando en la regulacidon postranscripcional de MDM4 por parte de miR-30c-5p en

otras lineas celulares o un modelo animal.

9. CONCLUSIONES

1- No se evidencian diferencias significativas en los niveles de expresién del gen MIR-
30c-5p en las lineas celulares MCF10A, MCF-7, y MDA-MB-231.

2- La linea celular de origen mamario con fenotipo tumoral: MCF-7, presenta un mayor

nivel de expresion del gen MDM4 en comparacion con la linea celular MDA-MB-231.

3- miR-30c-5p interacciona funcionalmente in vitro con la regién de la 3’'UTR de MDM4

predicha en los analisis in silico.

4- Se sugiere que los niveles proteicos de MDM4 aumentan en células MCF-7 al disminuir

la actividad funcional de miR-30c-5p.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Comprobacion de la clonaciéon por PCR.

Anexo 1. Gel de electroforesis tefiido con bromuro de etidio (agarosa 2%). Los carriles
del 1 al 8 corresponden los resultados de la reaccion de PCR para comprobar la clonacién
adecuada de del plasmido. Se utilizé como molde el DNA plasmidico obtenido de las
extracciones realizadas a las colonias bacterianas transformadas. Los cebadores
utilizados apuntaban al oligonucleédtido clonado (MUT o WT) y una region especifica del
plasmdo pmiRGlo. (MUT) colonias mutadadas. (WT) “Wild-type”, colonias no mutadas.

NTC (control sin templado).
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