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RESUMEN

El Glioblastoma Multiforme (GBM) es un tumor maligno catalogado como el de peor pronostico del
sistema nervioso central. A pesar de los avances en el tratamiento, sigue siendo en gran parte
incurable, convirtiéndolo en un problema de salud publica por su alta tasa de mortalidad. Esto ha
llevado a la necesidad de encontrar nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan al control de la
progresion de esta enfermedad. Por tanto, los microARNs (miARNS) se han propuesto como una
alternativa para el tratamiento del cancer, debido a su importante papel en la expresion de
numerosos genes. El clister de microARNs del cromosoma 19 (C19MC) tiene importancia biolégica,
ya que regula diferentes procesos celulares en condiciones fisiolégicas y patolégicas como el cancer,
donde se ha visto involucrado en procesos de reproduccion, diferenciacion, migracion, proliferacion,
apoptosis, invasion entre otros. Por tal motivo el objetivo de nuestra investigacion fue evaluar en la
linea celular de GBM U87, el papel de miARNSs del clister C19MC, miR512-5p, 516b-5p, 516a-5p y
498, en procesos relacionados a la progresion tumoral. La linea celular fue transfectada con cada
miARN de forma independiente y seguidamente ejecutados ensayos funcionales de migracion,
invasion y sobrevida. Entre los resultados mas relevantes, identificamos que los miARNs evaluados
tuvieron un efecto inhibitorio en la sobrevida celular exceptuando el miR-516a-5p. Adicionalmente,
identificamos que el miR 516b-5p presenta una regulacion positiva en el proceso de migracion
celular, mientras que los otros miARNs presentaron un papel inhibitorio en el indice de migracion e
invasion celular, exceptuando al miR516a-5p. Basado en estos resultados, pudimos concluir que los
miARNSs del cluster C19MC presentan un importante rol en la progresion tumoral, especificamente
en GBM lo que, a nuestro conocimiento es la primera investigacion realizada con este cllster en este
modelo tumoral.

Palabras clave: Glioblastoma Multiforme , CL9MC, miR-512-5p, miR-516b-5p, miR-516a-5p, miR-
498, expresion génica ectbpica, clonogénesis.

ABSTRACT

Glioblastoma Multiforme (GBM) is a malignant tumor classified as the one with the worst prognosis
of the central nervous system. Despite advances in treatment, it remains largely incurable, making it
a public health problem due to its high mortality rate. This has led to the need to find new therapeutic
strategies that contribute to controlling the progression of this disease. Therefore, microRNAs
(miRNAs) have been proposed as an alternative for cancer treatment, due to their important role in
the expression of numerous genes. The microRNA cluster of chromosome 19 (C19MC) has biological
importance, since it regulates different cellular processes in physiological and pathological conditions
such as cancer, where it has been involved in processes of reproduction, differentiation, migration,
proliferation, apoptosis, invasion, among others. . For this reason, the objective of our research was
to evaluate in the GBM U87 cell line, the role of miRNAs from the C19MC cluster, miR512-5p, 516b-
5p, 516a-5p and 498, in processes related to tumor progression. The cell line was transfected with



each miRNA independently and then functional migration, invasion and survival tests were
performed. Among the most relevant results, we identified that the miRNAs evaluated had an
inhibitory effect on cell survival, except for miR-516a-5p. Additionally, we identified that miR 516b-5p
presents a positive regulation in the cell migration process, while the other miRNAs presented an
inhibitory role in the rate of cell migration and invasion, with the exception of miR516a-5p. Based on
these results, we were able to conclude that the miRNAs of the C19MC cluster have an important
role in tumor progression, specifically in GBM, which, to our knowledge, is the first investigation

carried out with this cluster in this tumor model.
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ectopic gene expression, clonogenesis.

INTRODUCCION

Los gliomas malignos son la tercera causa
principal de muerte por cancer en personas de
entre 15 y 34 afos, lo que representa el 2,5%
del ndmero mundial de muertes por cancer
(Silantyev et al.,, 2019). Entre estos, el
glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor
maligno primario mas frecuente del sistema
nervioso central, con una incidencia global
aproximada de 10 por cada 100,000 personas.
Puede presentarse a cualquier edad, pero la
incidencia maxima es entre 55 y 60 afios. La
terapia estandar para GBM implica reseccion
quirargica, seguida de radioterapia vy
quimioterapia concurrente y adyuvante. A
pesar del tratamiento agresivo, la
supervivencia después del diagndstico es de
14-16 meses convirtiéndolo en un problema
de salud publica, ya que se caracteriza por
tener un prondstico precario, tasas de
supervivencia bajas y  oportunidades
terapéuticas extremadamente limitadas; por lo
gue existe una gran necesidad de identificar y
evaluar otras opciones terapéuticas para
estos pacientes (Chen & Hambardzumyan,
2018; Farina Hanif, Muzaffar, Perveen, Malhi,
& Simjee, 2017; Kaka et al., 2019).

El GBM tiene un conjunto extremadamente
amplio de alteraciones, tanto genéticas como
epigenéticas, que producen un gran niamero
de mutaciones; todos esos componentes son
relevantes para el comportamiento biolégico
del tumor y la resistencia al tratamiento, ya
que inciden en el curso clinico de esta
enfermedad. Avances en la compresién de la
patologia molecular del GBM entre ellas la
presencia de mutaciones clave y vias de
sefializacion asociadas, son oportunidades
para nuevas terapias (Stoyanov et al., 2018).
Esto ha dado lugar a un creciente interés en
los microARN (miARN), una clase de ARNs no

codificantes de 18 a 25 nucleotidos
expresados de forma enddgena, que tienen la
capacidad de inhibir la expresiébn génica
uniéndose al ARN mensajero (ARNm) diana,
induciendo asi el silenciamiento o
degradacion traduccional basado en la
complementariedad con las dianas. Debido a
su capacidad reguladora en situaciones
fisiologicas normales, asi como en
condiciones patolégicas como en el céncer,
los miARN tienen una amplia gama de
objetivos que les permite modular diferentes
vias criticas para la progresion del cancer;
incluida la proliferacion, muerte celular,
metéstasis, angiogénesis y resistencia a los
farmacos (Shea et al., 2016). Los miARNs
tienen un papel vital en este proceso mediante
la regulacién de oncogenes y supresores de
tumores mediante el bloqueo de la traduccién.
El mecanismo de represién y regulacion de la
transcripcion génica esta definido por
secuencias homdlogas cortas Illamadas
secuencia “semilla”, que esta localizada en el
extremo 5 de la secuencia del miARN
maduro. Basado en la homologia de estas
secuencias los miRNAs pueden formar
familias que frecuentemente forman grupos
en cluster, localizados en regiones
cromosomicas especificas y funcionalmente
relacionados, que regulan blancos para
asegurar la conservacion de las funciones
biolégicas (Nguyen, Huang, Sugii, Cheong, &
Choo, 2017; Zhou, Liu, & Cao, 2017).

Entre los miRNAs identificados en humanos,
el clister de miRNAs C19MC (Chromosome
19 miRNA Cluster), se encuentran mapeados
en la sub-banda cromosomal 19913, el grupo
de genes de miARN humano mas grande que
consta de 46 genes que codifican un total de




56 mIARN maduros (Ross, 2015). Este cluster
de mMiRNAs tiene un papel crucial en la
reproduccion, desarrollo y diferenciacion, esta
presente solo en el genoma de primates y
humanos y se expresa casi exclusivamente en
placenta y en menor grado en células madre
embrionarias y ciertos tumores (Mouillet,
Ouyang, Coyne, & Sadovsky, 2015; Xie et al.,
2014).

Este tejido placentario, tiene la habilidad de
proliferar e invadir el miometrio, usando
mecanismos moleculares controlados por
diversos genes, que también estan
involucrados en las etapas iniciales de
migracion e invasion de  procesos
metastasicos en las células tumorales, pero
gue son finamente regulados en la placenta
para lograr el grado preciso de invasién y
respectiva vascularizacion. Se identific6 que
los miARNs del cluster C19MC atentan la
migracion de trofoblastos, regulando el
fenotipo invasivo. En esta misma linea,
diferentes analisis bioinforméticos mostraron
gue algunos miembros del clister regulan
negativamente algunos genes estrechamente
asociados con la promocioén de la proliferacién
celular e invasién, asi como genes
involucrados en sefiales de supervivencia
celular (Nguyen et al., 2017; Xie et al., 2014).

La importancia de usar los mecanismos
moleculares que  controlan  procesos
biolégicos en la placenta, como posibles
blancos de estudio en modelos tumorales; en
las similitudes observadas entre el trofoblasto
placentario y las células cancerosas,
propuesta en 1902 por John Beard en ‘la
teoria trofoblastica del cancer”. La cual
supone que las células tumorales muestran
caracteristicas similares a los trofoblastos,
como la migracién celular, la invasion de la
matriz extracelular, las tasas de proliferacion
mas altas y la induccion de angiogénesis.
Estos procesos biolégicos estan
estrechamente controlados en el trofoblastos,
pero su regulacion esta desequilibrada en las
células tumorales, dando lugar al cancer. En
la placenta, un posible mecanismo de control
de estos procesos puede estar coordinado por
mMiRNAs que se expresan exclusivamente en
este tejido y esta relacionado con el C19MC
(Ross, 2015).

En este contexto, el C19MC, se convierte en
un importante candidato a ser estudiado

dentro del marco del desarrollo y la progresion
tumoral. Tomando en consideracion todo lo
anterior, nos planteamos identificar la funcion
biologica de algunos miARNs del C19MC que
actian como supresores tumorales, para
determinar su funcién en la progresion tumoral
de diferentes lineas celulares de GBM,
determinando su accién sobre la sobrevida,
migracion e invasion de estas células
tumorales.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Para identificar el papel de los miARNs del
C19MC, se empledé la linea celular U87
(ATCC® HTB-14™) adquirida por medio de la
Universidad Nacional en el afio 2020. Estas
células fueron cultivadas en Medio Dulbecco’s
Modified Eagle (DMEM -  Lonza),
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino
(SFB) (Eurobio, France) en incubadora con
atmésfera humeda al 5% de CO2 y 37°C,
definidas como condiciones estandar. Los
desechos generados fueron manejados bajo
el protocolo

de seguridad estandar del laboratorio de
Bioguimica experimental y Bioinformatica de
la Facultad de Ciencias de la Pontificia
Universidad Javeriana (PUJ).

Transfeccidn transitoria

Los miRNAs pertenecientes al subgrupo 3 del
claster C19MC miR 512-3p, miR 512-5p, miR
516a-5p, mMiR 516b y miR 498 fueron
transfectados en la linea celular U87. El tipo
de transfeccion realizada fue reverse, en la
cual se plaqued en placas de 6 pozos a una
densidad de 5 x 105 células/pozo vy
seguidamente se adicion6 el complejo mimic
RNA-lipofectamina en cada pozo (ABM Global
Headquarters, Canada). La transfeccion fue
llevada a cabo usando Lipofectamine™
RNAIMAX Transfection de Thermo Fisher
Scientific y solucion stock de 10 mM de cada
mimic de miIARN correspondiente y el control
negativo (mimic con miARN sin blanco en
humanos) (ABM Global Headquarters,
Céanada); de acuerdo con las instrucciones
sugeridas por el fabricante. Los cultivos
transfectados fueron dejados en incubadora
bajo condiciones estandar por 48 horas,
realizando cambio de medio a las 24 horas.
Cada experimento fue realizado por triplicado.



Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-qPCR)

En primer lugar, se corrobor6 la expresion
basal de los microARNs en la linea U87. El
ARN total fue extraido de las células, usando
TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad,
California), segun las instrucciones del
fabricante. High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) fue usado para generar el
cADN partiendo de 20ng de ARN, de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante.

Para la determinacion de la expresion de los
mMiARNs se emplearon sondas Tagman
MicroRNA Assays predisefiadas (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y

para llevar a cabo la reaccion se usé un
termociclador de tiempo real modelo CFX96
de Biorad. U48 fue usado como gen
normalizador y como control de expresion se
utilizé el ARN de Trofoblastos, los cuales
expresan el clister C19MC.

Posteriormente y siguiendo el mismo
procedimiento mencionado anteriormente, se
evaluo el éxito de la transfeccion de los
diferentes mimics de miARN del subgrupo

3 del claster C19MC en las células U87,
empleando como gen controlador (house
keeping gene) el miARN U48 y como control
de la transfeccién, se compar6é con células
U87 sin transfectar. Todos los datos se
analizaron a través del método 2-AACt
(Schmittgen and Livak 2008).

Ensayo de clonogenia

El procedimiento para evaluar sobrevida se
realizé por medio del ensayo clonogénico de
acuerdo al protocolo estandar (Coccini,
Manzo et al. 2014), con menores
modificaciones. Una suspensién de células
transfectadas fue sembrada en placas de 6
pozos a una densidad de 500 células por
pozo, conteniendo en 2mL de medio de cultivo
completo DMEM al 10% SFB. Después de 10
dias, periodo requerido para la formacién de
colonias, las placas se lavaron con PBS y las
células se fijaron con formaldehido al 4% y
fueron tefiidas con solucion de Giemsa (1:20
en buffer fosfato, pH 7,0) por 10 minutos. El
ndamero de colonias se cuantific6 usando un
estereoscopio y determinando como una
colonia el conjunto de 50 células. Cada
experimento fue realizado por triplicado.

Ensayo de migracién

La migracion celular se evalué usando
ThinCert™ inserts (Greiner Bio One,
Frickenhausen, Germany). El inserto contiene
poros de 8 uM y fue puesto en placas de 24
pozos. Fueron sembradas en la camara
superior de cada inserto 7x104 células en
medio libre. En la camara inferior se empled
medio de cultivo DMEM con SFB al 10%. Las
células se incubaron en condiciones
estandares por 7 horas a 37°C. Después de
este tiempo, las células que quedaron en la
parte superior del inserto fueron removidas
con un hisopo y las células que invadieron
hacia la parte inferior de la camara se fijaron
con formaldehido al 4% en PBS por 10
minutos y tefiidas con solucion Giemsa (1:20
en buffer fosfato, pH 7,0). Posteriormente, las
células fijadas fueron visualizadas al
microscopio invertido bajo un objetivo de 20X
y se tomaron fotos, cinco campos por inserto.
El nimero total de células que migraron fueron
contadas manualmente con ayuda del
software ImageJ. Cada experimento ser
realiz6 por triplicado.

Ensayo de invasion.

La invasion celular se evalu6 usando
BioCoat™ Matrigel® Invasion Chambers
(Corning, NY, USA). El inserto contiene poros
de 8 uM y fueron puestos en placas de 24
pozos. Fueron sembradas en la cémara
superior de cada inserto 8x104 células en
medio libre. En la cdmara inferior se emple6
medio de cultivo DMEM con SFB al 10%. Las
células invadieron por 24 horas a 37°C.
Después de este tiempo, las células que
quedaron en la parte superior del inserto
fueron removidas con un hisopo y las células
que migraron hacia la parte inferior de la
camara se fijaron con formaldehido al 4% en
PBS por 10 minutos y tefiidas con solucion
Giemsa (1:20 en buffer fosfato, pH 7,0).
Posteriormente, las células fijadas fueron
visualizadas al microscopio invertido bajo un
objetivo de 20X y se tomaron fotos, cinco
campos por inserto. El nimero total de células
que invadieron fueron contadas manualmente
con ayuda del software ImageJ. Cada
experimento ser realizé por triplicado.

ANALISIS BIOINFORMATICO
El enriguecimiento de genes se llevd a cabo

mediante la herramienta online DIANA
TOOLS-mirPath v.3.0 Este es un servidor web



de andlisis de rutas de miARN, el cual emplea
como algoritmo predeterminado la prueba
exacta de Fisher de una cola, con el fin de
poder detectar vias enriquecidas con genes
blanco para cada miARN (Vlachos et al.,
2015). En DIANA-miRPath v3.0, se puede
seleccionar entre objetivos de genes miARN
pronosticados in sillico y objetivos validados
experimentalmente o ambos. La prediccion de
objetivos in sillico se realiza utilizando DIANA-
microTCDS, que calcula un puntaje de
interaccién entre miARN y la region 3'-UTR del
gen. DIANA-microTCDS ha sido probado
contra una variedad de datos experimentales
de alto rendimiento mostrando una alta
sensibilidad y especificidad. Adicionalmente,
miRPath v3.0 puede realizar analisis
avanzados, como la agrupacion jerarquica de
mMiARN y rutas en funcién de los niveles de sus
interacciones. Por tanto, en este estudio se
introdujo el cédigo correspondiente para cada
microARN, segin miRBsase y seguidamente
se corrié el andlisis de manera individual,
teniendo en cuenta tanto las interacciones
predichas (micro-CDS) y las validadas
experimentalmente (TarBase).

A partir de los resultados arrojados por el
software, Unicamente fueron tomados en
cuenta los enriquecimientos de genes
asociadas con cancer y se resaltaron los
genes relacionados con supervivencia,
migracion e invasién; y su progresion que
tuvieran un valor de p < 0.05. Los diagramas
de interaccion ilustrados por Diana TOOLS
fueron la base para las ilustraciones
desarrolladas en esta investigacion ademas
de los proporcionados por KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), un
recurso de base de datos para comprender las
funciones vy utilidades de los sistemas
biolégicos; a partir de informaciéon a nivel
molecular, especialmente conjuntos de datos
moleculares a gran escala generados por
secuenciacién del genoma y otros de alto
rendimiento. (https://www.genome.jp/kegg/)

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron obtenidos de tres
experimentos independientes con  sus
respectivos triplicados. El andlisis estadistico
se realiz6 utilizando el software GraphPad 9.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EE.
UU.) Los resultados se presentan como la
media + desviacion estandar. Las diferencias

entre dos grupos se determinaron mediante la
prueba t Student.

Los valores de probabilidad (p) menores o
igual a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos y los valores de p menores o
iguales a 0,001 fueron considerados
altamente significativos.

RESUTADOS

Perfil de expresion de los miARNs del
subgrupo 3 del C19MC en la linea celular
de Glioblastoma U87

Para determinar el perfil de expresién de los
miARNs 512-3p, 512-5p, 516a-5p, 516b-5p y
498 pertenecientes al cluster C19MC,
mediante RTgPCR en la linea tumoral de
GBM U87; se tom6 como control positivo ARN
de placenta y U48 como gen normalizador.

Se observd que cuatro de los cinco
microARNs se encuentran ausentes en la
linea U87 y todos se encuentran presentes en
el tejido placentario. Sin embargo, el
microARN 512-3P tiene una expresion
positiva relativa respecto al normalizador, lo
que podria sugerir una expresion innata de
este micro ARN en la linea celular (Ver
llustracién 1).

Efecto de los miARNs del subgrupo 3 del
C19MC en la sobrevida de la linea celular
U87 de Glioblastoma Multiforme.

El indice de sobrevida se evalué a través de la
capacidad de formacion de colonias de las
células de la linea celular U87 al ser
transfectadas con cuatro de los cinco
microARNs del subgrupo 3 del C19MC, de
forma independiente. Los ensayos fueron
realizados por triplicado bajo las mismas
condiciones.

Los mIiARN 512-5p, b516b-5p y 498
transfectados en la linea celular U87,
influyeron negativamente y de forma
significativa en la sobrevida; ya que, respecto
al control, disminuyeron la formacion de
colonias. Sin embargo, el microARN 516a-5p
no influyé en la sobrevida, ya que respecto al
control, permanecid constante la formacion de
colonias. (llustracién 2 y 3).
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llustracion 1.

Perfil de expresion de los microARNs del subgrupo 3 del C19MC en Placenta vs U87 A. Perfil de expresion
microARN 512-3P. B. Perfil de expresién microARN 512-5P. C. Perfil de expresion microARN 516a-5P. D. Perfil de
expresion microARN 516b-5P. E. Perfil de expresion microARN 498.




A. INDICE DE SOBREVIDA miR512-5p B. INDICE DE SOBREVIDA miR516a-5p
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llustracion 2.

A.Indice de sobrevida microARN 512-5p del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 512-5p transfectado
en la linea celular U87 influyé negativamente y de forma significativa (p=0,0002) sobre la sobrevida, ya que, respecto al control,
disminuyd la formacion de colonias B. indice de sobrevida microARN 516a-5p del subgrupo 3 del C19MC en lalinea celular
U87 El miARN 516a-5p transfectado en la linea celular U87 no influy6 en la sobrevida (p= 0,9920), ya que respecto al control,
permaneci6 constante la formacion de colonias C. indice de sobrevida microARN 516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la
linea celular U87 El miIARN 516b-5p transfectado en la linea celular U87 influyé negativamente y de forma muy significativa
(p= <0,0001) sobre la sobrevida, ya que respecto al control, disminuyd la formacion de colonias D. indice de sobrevida
microARN 498 del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 498 transfectado en la linea celular U87 influyd
negativamente y de forma muy significativa (p= <0,0001) sobre la sobrevida, ya que respecto al control, disminuyd la formacién
de colonias.
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llustracion 3

miR 516b-5p miR 498

miR Scramble

Imagenes estereoscopicas representativas del ensayo clonogénico de células U-87 después de la transfeccion
con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC. Se muestran imagenes de colonias para cada microARN en

dos aumentos diferentes.

Identificar el efecto de los miARNs del
C19MC en el proceso de migracién tumoral
en la linea celular U87 de Glioblastoma
Multiforme.

Con el fin de determinar el efecto que tienen 4
microARN del subgrupo 3 del C19MC en el
potencial migratorio de las células de
Glioblastoma U87, se llevo a cabo el ensayo
de migracion in vitro a través de membranas
Transwell.

Los mIARN 512-5p y 498 influyeron
negativamente y de forma significativa
respecto al control, en el indice de migracion
en la linea celular transfectada U87; a
diferencia del microARN 516a-5p, el cual no
influyo en la migraciéon al permanecer

constante la capacidad migratoria respecto al
control. Por otro lado, el microARN 516b-5p
influyé positivamente y de forma muy
significativa en el indice de migracién, ya que,
respecto al control, aumenté la capacidad
migratoria (ilustracion 4 y 5)

ImageJ cuantificO el numero relativo de
células migratorias.
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A. Indice de migracién microARN 512-5p del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 512-5p
transfectado en la linea celular U87 influy6 negativamente y de forma significativa (p= 0,0005) en el indice de migracién,
ya que respecto al control, disminuyé la capacidad migratoria B. indice de migracién microARN 516a-5p del subgrupo
3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 516a-5p transfectado en la linea celular U87 no influye en el indice de
migracion (p= 0,5064), ya que respecto al control, permanece constante la capacidad migratoria. C. indice de migracion
microARN 516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87. El miARN 516b-5p transfectado en la linea
celular U87 influye positivamente y de forma muy significativa (p= <0,0001) en el indice de migracion, ya que, respecto
al control, aumento la capacidad migratoria D. indice de migracién microARN 498 del subgrupo 3 del C19MC en la
linea celular U87 EI miARN 498 transfectado en la linea celular U87 influy6 negativamente y de forma significativa en
el indice de migraciéon (p= 0,0005), ya que, respecto al control, disminuyé la capacidad migratoria.

ImageJ cuantificé el nimero relativo de células migratorias




llustracién 5.

miR 498 miR Scramble

Imagenes microscopicas representativas del ensayo de migracién de células U-87 después de la transfeccion
con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC.Se muestran imagenes de migracion transwell para cada
microARN en aumento 20X. Se examinaron las células U87 en busca de migracion célular en placas de 24 pocillos
con camaras Transwell. Las células migradas se tifieron con Giemsa.

Caracterizacion de la accion de los
mMiARNSs del subgrupo 3 del C19MC en la
invasion tumoral en la linea celular U87 de
Glioblastoma Multiforme.

Con el fin de determinar el efecto que tienen
los microARN del subgrupo 3 del C19MC en
el potencial invasivo de las células de la linea
celular de Glioblastoma U87, se llevo a cabo
el ensayo de invasién in vitro a través de
camaras de matrigel.

Los microARN 512-5p y 498 del subgrupo 3
del C19MC en la linea celular U87 influyeron
negativamente en el indice de invasién, ya
que, respecto al control, disminuy6é Ila
capacidad invasiva. No obstante, los miARN
516a-5p y 516b-5p transfectado en la linea
celular U87 no influyeron en el indice de
invasién, ya que, respecto al control,
permanece constante la capacidad invasiva
(ilustracién 6 y 7).

DISCUSION

El GBM es una de las principales causas de
mortalidad en adultos a nivel mundial; sin
embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen a la progresion del GBM siguen sin
estar claros. Numerosos estudios han
revelado que los microARN regulan varios
procesos en glioblastoma, incluida la
apoptosis y metastasis. Los perfiles de
expresion de microARN, brindan informacion
valiosa sobre los mecanismos moleculares del
GBM y pueden usarse para la identificacion de
potenciales genes blanco en esta
enfermedad. El presente trabajo analizo el

papel de los microARN del subgrupo 3 del
C19MC en procesos relacionados con la
sobrevida, migracion e invasion de la linea
celular de GBM U87.

La expresion de C19MC se encuentra
silenciada en diferentes tejidos, por metilacion
en las islas CpG de su promotor (Bortolin et
al.,, 2009; Noguer-Dance et al., 2010). En
trofoblastos se ha evidenciado que estas
logran escapar del silencio epigenético por
impronta parental (Noguer-Dance et al.,
2010), llevando a la expresién del clister en
estas células (llustracion 2). Estos resultados
son corroborados en la literatura, en donde se
ha demostrado que C19MC se encuentra
preferencialmente expresado en placenta de
primates. Donker y colaboradores en el afio
2012 evaluaron la presencia de los diferentes
microARNs del clister en células de
trofoblasto humano primario mediante un
perfil de microarreglos de  mIARN,
confirmando la presencia de C19MC (Donker
et al. 2012). Adicionalmente, Bortolin y
colaboradores en el 2016, demuestran que la
expresion de estos microARNs es tejido
especifica, encontrdndose exclusivamente en
testiculo y placenta. Por otro lado, cabe
resaltar que los genes expresados por
impronta estan principalmente envueltos en
crecimiento prenatal, desarrollo de placenta o
funciones cerebrales (Hechavarria, Rodney;
Lépez, 2013; Tycko, 2006), lo que sugiere que
C19MC puede jugar un papel fundamental en
estos procesos. En placenta, se ha observado
que el clister esta presente durante todo el
embarazo, incrementando su expresion a
medida que se aproxima el parto (Luo et al.,
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llustracion 6.

A. Indice de invasion microARN 512-5p del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 512-5p
transfectado en la linea celular U87 influyé negativamente en el indice de invasion (p= 0,0004), ya que respecto al
control, disminuyé la capacidad invasiva B. indice de invasion microARN 516a-5p del subgrupo 3 del C19MC en
la linea celular U87 El miARN 516a-5p transfectado en la linea celular U87 no influye en el indice de invasién (p=
0,4880), ya que respecto al control, permanece constante la capacidad invasiva C. indice de invasién microARN
516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 516b-5p transfectado en la linea celular U87
no influye en el indice de invasién (p= <0,2021), ya que respecto al control, permanece constante la capacidad
invasiva D. indice de invasiéon microARN 498 del subgrupo 3 del C19MC en la linea celular U87 El miARN 498
transfectado en la linea celular U87 influy6 negativamente y de forma significativa en el indice de invasién (p= 0,0038),
ya que respecto al control, disminuyd la capacidad invasiva.

ImageJ cuantificd el nimero relativo de células invasoras.
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llustracion 7.

Imagenes microscépicas representativas del ensayo de invasién de células U-87 después de la
transfeccion con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC. Se muestran imagenes de invasion
transwell para cada microARN en aumento 20X. Se examinaron las células U87 en busca de invasion célular en
placas de 24 pocillos con cdmaras Transwell. Las células que invadieron se tifieron con Giemsa.

2009; Xie et al., 2014). Adicional a esto,
estudios han demostrado que C19MC
participa en la inhibicion de la migracion, e
invasion de las células trofoblasticas y aunque
estas funciones son vitales para la
implantacién y expansioén de la placenta en el
tejido uterino materno, deben estar
estrictamente reguladas (Mong et al., 2020;
Xie et al., 2014). En el caso de las células
tumorales, la expresion de C19MC puede
estar ausente, como por ejemplo en lineas
celulares de GBM, corroborado en esta
investigacion (llustracién 3). Esto es debido a
gue la presencia de algunos microARNs del
cluster podria impedir el crecimiento y la
propagacion del tumor por regulacion negativa
de vias involucradas en estos procesos, como
ha sido comprobado en diferentes estudios
(Keklikoglou et al., 2012; Nguyen, et al., 2017).
No obstante, aunque se ha evaluado la
presencia de C19MC en diferentes lineas
tumorales, donde su expresion varia segun la
linea celular, en la linea celular U87 de GBM
gue hace parte de nuestra investigacion, no
hay evidencias suficientes que soporten la
ausencia y regulacion del cluster (Chai et al.
2018; Gopalan, Smith, and Lam 2015; Zhang
et al. 2019). Basado en lo anterior inicialmente
en este trabajo se pretendié evaluar la
expresion de algunos miembros del C19MC
en GBM.

Encontramos que microARN 512-3p se
sobreexpresa de forma constitutiva en la linea
celular U87 de GBM, por lo que consideramos
gue podria estar participando en los procesos
de progresioén del glioblastoma, al actuar como

posible oncomiR; ya que en estudios
anteriores  se ha  demostrado  su
sobreexpresion en otros tipos de cancer con
funciones oncogénicas y su accion sobre la
via de sefializacion MAPK (Rao et al., 2018;
Rui et al., 2020).

Los resultados aqui presentados muestran
que el microARN 512-5P regulé
negativamente la sobrevida, migracion e
invasién en la linea celular de GBM U87,
mediante su rol supresor tumoral. Estos
resultados concuerdan con lo reportado
previamente, donde lo describen en otros
tipos de neoplasias como supresor tumoral
mediante regulacion de la apoptosis y
metéstasis; al actuar sobre la O-Catenina en
el estudio de Wang y colaboradores,
inhibiendo la progresion de cancer de pulmén
de células no pequefias, reduciendo asi la
expresion de los oncogenes Ciclina D1 y MMP
(Matrix Metallopeptidase)(Z. Wang, Zhu,
Zhang, & Yao, 2020).

Disminucién de la formacion de colonias y
apoptosis, ademas de un efecto positivo sobre
la radiosensibilidad en células de cancer de
cuello uterino cuando se sobreexpresa miR-
512-5p, por la regulacion de la expresion de
MUC21(Mucin 1, Cell Surface Associated), una
oncoproteina relacionada con metéastasis;
aumentando la apoptosis y reduciendo la tasa
de supervivencia celular (J. Zhang, Wang,
Jiang, & Qiao, 2020).

Mediante analisis de enriquecimiento en la via
de desregulacion del cancer (p. 0.0034)
encontramos un Unico gen como potencial




blanco del microARN 512-5p, ETV1(ETS
Variant Transcription Factor 1); un potente
oncogén relacionado con sobrevida, invasion
y metastasis quien regula mdltiples vias de
sefializacion relacionadas con estos procesos
(Ver llustracion 8).
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llustracion 8.

Interacciones proteina-proteina conocidas y
predichas para el microARN 512-5p.

Tomado de la base de datos STRING)

Uno de los principales genes regulados por
ETV1 son los relacionados con la via de
sefializacion MAPK (Mitogen-activated protein
kinase), quienes a la vez regulan una variedad
de procesos bioldgicos a través de multiples
mecanismos celulares, como la apoptosis a
través de mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales, donde la activaciéon de
ERK tiene efectos antiapoptéticos, al controlar
la proliferacién vy diferenciaciéon celular,
regulando a la baja proteinas proapoptéticas y
a la alta proteinas antiapoptoéticas. (Yue &
Lépez, 2020). MAPK también regula los
procesos relacionados con migracion, ya que
en otros tumores como el de préstata ha
mostrado que su sobreexpresion aumento la
migracion al interactuar con las proteinas
SMAD (Oh, Shin, Song, Grande, & Janknecht,
2019) y en otro estudio al activar MMP-1 y
MMP-7.(Oh, Shin, Lightfoot, & Janknecht,
2013).

ETV1 se ha relacionado con la progresion
metastasica en diferentes tipos de cancer. En
carcinoma gastrico esta regulado
positivamente y promueve la expresion de
SNAIL favoreciendo asi la transicion epitelio
mesénquima y la progresiéon invasiva in
vitro.(Z. Li et al., 2013). En cancer colorectal
ETV1 se une directamente a la histona
desmetilasa JMJD1A que parece corregular
muchos genes diana de ETV1, para asi
impulsar la tumorogénesis y metastasis.
Ademés, ETV1 puede estimular Ia
sefializacion TGF-B, quien promueve la
transicion epitelial a mesénquima
favoreciendo la metastasis en estos
tumores.(Oh, Song, Freeman, Shin, &
Janknecht, 2020). Otro blanco de ETV1 es
TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease
2) que en tumorogénesis se ha relacionado
con el favorecimiento de la invasion celular y
la metéastasis (Wu et al., 2016); entre otros.

Es por esto por lo que ETV1, se puede sugerir
como un blanco directo y muy importante de
la regulacién de la supervivencia, migracion e
invasién en GBM por parte del microARN 512-
5p, al estar involucrado con multiples dianas
relacionadas con la progresion y pronostico de
esta neoplasia.

Son pocos los reportes que relacionan la
funcion del microARN 516a-5p en cancer, por
lo que nuestro estudio buscé aportar mas
informacion acerca del papel de este
microARN en GBM. Observamos que en los
diferentes procesos de sobrevida, migracion e
invasion; el miR 516a-5p no influyo de forma
significativa.

Recientemente, fue evaluado su papel de
supresor tumoral en el cancer de pulmén,
demostrando que este mMIARN inhibe Ila
proliferacion en el carcinoma pulmonar de
célula no pequefia, a través de la regulacion
del grupo de histonas HIST3H2A (Ye, Xu, Lu,
& Chen, 2019). Por el contrario, otra
investigacién describe el posible papel
oncogeénico del miR-516a-5p en
neuroblastoma, ya que se ha Vvisto
sobreexpresado en este tipo de tumores
(Gattolliat et al., 2014).

El analisis de enriquecimiento mostrd
diferentes target de este microARN (Ver
llustracién 9), los cuales podrian estar
presentes en otros tumores mas no en GBM.



Entre estos se encuentran los
protooncogenes MYC (MYC Proto-Oncogene,
BHLH Transcription Factor) un poderoso
factor de transcripcién que ayuda a conducir
la célula de la fase G 0/1 a la fase S y
promueve la proliferacion y el crecimiento
celular, replicacion del ADN, biosintesis de
proteinas, diferenciacién y apoptosis. Esta
implicado en el desarrollo y progresion
maligna de la mayoria de los tumores
humanos, correlacionandose en gliomas, con
el grado de malignidad (Herms, J. W. Et
al.,1999) LPAR (Lysophosphatidic Acid
Receptor 1) en la via del cancer (valor de p.
0.039), relacionado con comportamiento
agresivo en diferentes neoplasias,
favoreciendo la metéstasis, al tener un papel
esencial en la invasiéon y migracion (Tabuchi,
2015) y enlavia que interactua con el receptor
de matriz extracelular (valor p. 0.0009)
COL6A2 (Collagen Type | Alpha 2 Chain)
quien se asocia a invasion tumoral por su
accion sobre las metaloproteinasas, y en GBM
se ha asociado con recurrencia y progresion
tumoral (Alshabi, Vastrad, Shaikh, & Vastrad,
2019). Por otro lado, esta SMAD2 (SMAD
Family Member 2), un factor de transcripcion
con funcién supresora , el cual media la sefal
corriente abajo de la via de sefializacién del
TGF-B (valor de p. 0.00022), por lo tanto;
regula multiples procesos celulares, como
proliferacion celular y transicién epitelio
mesénquima. (Singha et al., 2019).

Al no tener resultados experimentales
significativos y bioinforméticos coincidentes,
podriamos concluir, como se ha descrito a lo
largo de esta revisidn; que estos genes
posibles dianas del miR-516a-5p, no serian
objetivos en GBM, dada la teoria que se ha
venido describiendo basada en el contexto
celular del comportamiento de los microARN
(Chang et al., 2020).

No hay estudios hasta el momento que
conozcamos, que caractericen el papel del
miR-516b-5p en GBM, por tanto, nuestros
resultados contribuyeron al establecimiento
de su funcién en esta enfermedad.

La mayoria de investigaciones identifican al
microARN-516b-5p como supresor tumoral, lo
cual es congruente con nuestros resultados en
clonogenia donde de forma muy significativa
se disminuye el indice de sobrevida. Sin
embargo, respecto al indice de migracion,

obtenemos resultados contradictorios, ya que
igualmente, de forma muy significativa hay un
aumento en el indice de migracion y en
invasion no hay resultados significativos. En
este contexto encontramos un microARN que
actia de forma dual, tanto como supresor
tumoral como oncogén en la misma célula.
Esto puede deberse a la capacidad de los
microARNSs, de tener multiples genes blanco
entre oncogenes y supresores de tumores,
regulando diferentes vias de sefializacion
(O'Brien, Hayder, Zayed, & Peng, 2018)

Investigaciones han informado que la
expresion de miR-516b-5p se redujo en varios
tumores como el cancer de pulmén de células
no pequefias, melanoma y los prolactinomas
(Hanniford et al., 2015; Hu et al.,, 2016).
Igualmente, se evidencid que miR-516b-5p
esta significativamente regulado a la baja en
diferentes tipos de cancer con una funcion
supresora de tumores. Un estudio de Zhao y
colaboradores en 2018 describe la regulacion
a la baja del microARN en cuatro lineas
celulares de carcinoma escamocelular de
esofago (KYSE150, ECA109, EC9706 y TE-9)
al modular la expresion de CCNG1(Cyclin G1)
un importante regulador del ciclo celular y de
diferentes procesos biolégicos como la
reparacion del ADN, proliferacion celular y
apoptosis. Ademas, la transfeccién de
imitadores del miR-516b-5p, promovid la
detencién del ciclo celular en fase GO/ Gl y
aumenté la apoptosis de estas células. (Zhao
et al., 2018). Por el contrario, otro ensayo
informo la presencia del microARN 516b-5p
en una linea celular de céancer de seno
(MCF7), en la cual estaba involucrado con la
sefializacion PI3K / Akt, la cascada de MAPK,
la regulacion del citoesqueleto de actina,
protedlisis mediada por ubiquitina, vias de
sefalizacion MTOR, TGF-B y Erb, y
moléculas de adhesién focal (Fanale et al.,
2016).

Por medio de la herramienta DIANA TOOLS
MirPath v.3.0 'y los andlisis de
enriquecimiento, encontramos dos blancos
(Ver llustracion 10) del miR516b-5p en vias
relacionadas con cancer de prostata, el gen
PLAT (Plasminogen Activator, Tissue Type) y
en tumores neuroendocrinos, el gen KMT2A
(Histone-Lysine N Methyltransferase 2A).

Los estudios relacionan estos dos genes con
apoptosis y supervivencia, encontrando que



llustracion 9.

Interacciones proteina-proteina conocidas y predichas para el microARN 516a-5p.
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llustracién 10.
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Interacciones proteina-proteina conocidas y predichas para el microARN 516B-5P.

Tomado de la base de datos STRING)

PLAT ademas de su funcién en el proceso de
fibrindlisis, ha demostrado tener un papel
importante en la progresion y pronéstico del
cancer. Yan y colaboradores, evaluaron la
resistencia al gefitinib, (medicamento inhibidor
de la tirosina quinasa, utilizado ampliamente
como tratamiento estandar en pacientes con
cancer de pulmén de células no pequefas,
con mutaciones en el receptor del factor de
crecimiento epidérmico); y encontraron que
las células resistentes al gefitinib expresaron
niveles mas altos de PLAT, por lo que
experimentos basados en la eliminacion de
este gen en una linea de cancer pulmonar,
restaurd la sensibilidad al medicamento. La
disminucién de PLAT en PC9 afect6 la funcion
mitocondrial por aumento de especies
reactivas de oxigeno, provocando la
activacion de caspasas Yy la detencion del ciclo
celular por medio de la activacion de la
sefializacion del TNF-a quien induce una
variedad de respuestas celulares, incluida la
produccion de citocinas inflamatorias, muerte
celular y proliferaciéon; lo que provoco
apoptosis de las células PC9 resistentes al

gefitinib, mediante el reclutamiento de FADD
y caspasa-8 (Yan et al., 2020).

Respecto a las proteinas KMT2, metilan la
lisina 4 en la cola de la histona H3 en
importantes  regiones  reguladoras  del
genoma, por lo tanto, imparten funciones
critcas mediante la modulacién de las
estructuras de cromatina y la accesibilidad del
ADN. (R. C. Rao & Dou, 2015). Estudios en
melanoma revelaron su papel en la apoptosis,
cuando la eliminacion de KMT2A en células
A375, aumenté la expresion de las proteinas
caspasas 3,7,9 y PARP.(C. Zhang et al.,
2017). En células de cancer de cuello uterino
y en un modelo de xenoinjerto de raton, la
eliminacién de KMT2A indujo la apoptosis
asociado a la activacion de la via PARP /
caspasa y la inhibicion de VADC1 (canal
anionico dependiente de voltaje 1), un
regulador maestro del flujo de metabolitos y
iones entre las mitocondrias y el citoplasma,
quien participa en el proceso de apoptosis
mediada por mitocondrias al mediar la
liberacion de proteinas apoptdticas e




interactuar con proteinas antiapoptéticas.
(zhang, C. Et al., 2020).

Por ahora solo se podria postular a PLAT y
KMT2A como objetivos del microARN 516b-
5p en GBM, cumpliendo una funcién inhibitoria
de la sobrevida, segtn los andlisis in sillico y
de enriquecimiento; ya que estos genes estan
implicados con procesos de apoptosis y
sobrevida celular en diferentes tipos de
cancer, basado en lo reportado en la literatura.
No obstante, falta determinar con otros
ensayos la verdadera funcibn de este
microARN en GBM.

El estudio bioinforméatico de el microARN
516b-5p proporciona muy poca informacion
sobre las dianas de miR516b-5p, por lo que
faltan mas andlisis in sillico, como
experimentales en relacion a este microARN
en tumorogénesis, ya que se sabe que los
microARN por si solos regulan la expresion de
numerosos blancos entre oncogenes y
supresores tumorales. Por tal motivo, basados
en estos resultados contradictorios en
clonogenia y migracién, en el momento no es
posible concluir objetivos directos de miR-
516b-5p.

El microARN-498 tiene un efecto importante
en los canceres humanos. Un gran humero de
estudios publicados han mostrado que este
microARN-498 se comporta como un supresor
tumoral, en varios tipos de neoplasias. Sin
embargo, informes contradictorios de los
efectos del miR498 lo han reportado como
oncogén, ya que muchas de sus funciones
son especificas del tipo de tumor y dependen
como se ha dicho anteriormente, del contexto
celular. Es asi, que acorde a lo referido,
encontramos en los andlisis in sillico,
supresores de tumores blancos de este
microARN, entre los cuales se encuentra
PTEN, YWHAB, SMAD2, LATS2, RASSFG y
DLG4; en las diferentes vias de sefializacion
en relacion con este microARN encontradas
en la herramienta KEGG (Chai, Wu, Wang,
Eisenstat, & Leng, 2018).

Pese a lo anterior, es relevante resaltar el
papel del microARN-498 como supresor
tumoral, ya que en la mayoria de los estudios
sobresale esta funcion; la cual esta acorde
con los resultados obtenidos donde disminuyo
de forma significativa el indice de sobrevida e

influyo negativamente en la migracién e
invasion, en la linea celular U887 de GBM.

Es importante destacar que no hay estudios
hasta el momento conocidos que lo
cataloguen como oncogén o supresor tumoral
en GBM. No obstante, en otros estudios, como
el disefiado por You y colaboradores, quienes
investigaron la aplicacion de este microARN
en céncer gastrico, en las lineas celulares
SGC-7901, BGC-823 y MGC-803; inhibi6 la
metastasis y la proliferacion celular mediante
el bloqueo de la via EMT y AKT, la cual tiene
un gran efecto en la regulacion de la
proliferacion, supervivencia y crecimiento
celular (You et al., 2020). En cancer hepético
la sobreexpresion de miR-498 indujo la
detencién del ciclo celular y apoptosis al
dirigirse directamente a ZEB2; disminuyendo
asi el crecimiento y capacidad metastéasica.
Ademas, suprimié la transiciobn epitelio
mesénquima tanto in vitro como in vivo al
evidenciarse que su sobreexpresion en estas
Células aumenté la de E-cadherina vy
disminuy6 la de N-cadherina y Vimentina (X.
Zhang et al., 2019) La expresion de miR-498
en células de cancer pulmonar en la linea
A549 | disminuyo la tasa de crecimiento
celular. Por otro lado, la inhibicion de la
expresion de miR-498 en células H661
promovio la proliferacion celular. (M. Wang,
Zhang, Wang, & Zhai, 2015). En céncer
colorectal el microARN-498 fue notablemente
regulado a la baja tanto en muestras de tejido
como en lineas celulares, y los resultados
indicaron que Bcl-2 es un objetivo directo de
miR-498. En las células de cancer colorectal
gue sobreexpresaron miR-498, tanto la
viabilidad como la proliferacion celular se
inhibieron significativamente, con una mayor
apoptosis. Al igual que estos efectos se
revirtieron con la sobreexpresion de Bcl-2. (T.
Wang, Ma, Li, Ding, & Gao, 2020).

Adicionalmente, por medio de la herramienta
bioinformatica DIANA TOOLS MirPath v.3.0 y
los diagramas proporcionados por KEEG, se
realizaron analisis de enriquecimiento,
revelando la regulacién de este microARN en
la via del glioma, la via TGF-B y la via hippo;
encontrando numerosos blancos importantes
de este microARN, relacionados con los
diferentes procesos en cancer y el indice de
supervivencia, descubriendo  potenciales
dianas de miR-498 en GBM que podrian
sustentar los resultados obtenidos.



En la via del glioma (llustracién 11), varios
genes estan regulados por el microARN 498,
encontramos varios oncogenes blanco con
funciones muy importantes en relacién con la
perdida del control del ciclo celular, promocion
de la migracion e invasién. CDK6 una quinasa
dependiente de ciclina, regula e induce
importantes protooncogenes, incluido
VEGFA, FLT3, AURK y AKT; quienes son
cruciales para la supervivencia y facilita la
progresion de las células a través de la fase
G1 mediante la formacion de complejos con
ciclinas de tipo D junto con su homologo CDK4
(Nebenfuehr, Kollmann, & Sexl, 2020). CDK6
se asocia con componentes del citoesqueleto
y regula la estabilidad de éste. Esta
involucrado en la migracion celular en
melanoma in vitro y osteosarcoma. (Kollmann
et al., 2019; K. Zhu et al., 2016).

En cancer de mama se evidencio su papel
clave en migracion y metastasis mediada por
ZEB1 un factor de transcripcion inductor de
transicion epitelio mesénquima (Z. Zhang et
al., 2020). E2F2 miembro de la familia de
factores de transcripcion E2F, se une a la pRb
(proteina del retinoblastoma), (Chen et
al.,2015) para regular

procesos de apoptosis y respuesta al dafio del
ADN. E2F2 regula la migracién y proliferacién
en varios tumores, en cancer de pulmoén, la,
supresion de este gen redujo la proliferacién,
migracion e invasion y aument6 la adhesion
de células via Wnt / B- catenina (Feliciano et
al., 2017). EGFR y IGF-1 se sobreexpresan en
GBM Yy, por lo tanto, proporcionan una ventaja
de crecimiento a las células neoplasicas,
(Nebenfuehr, Kollmann, & Sexl, 2020). Estas
proteinas relacionadas corriente abajo con la
activacion de genes responsables de la
proliferacion, supervivencia y diferenciacion
celular dependientes de su actividad
tirosinakinasa. Por otro lado, IGF-1 favorece la
proliferacion y supervivencia celular mediado
por las vias Ras y PI3K/AKT quien inhibe las
proteinas proapoptéticos BAD y FKHR, y a la
vez activa factores antiapoptoticos NF-KB vy
MDM2, promoviendo la progresion del ciclo
celular. La activacion de IGF-1R regula
negativamente los supresores del ciclo celular
p27 kipl , p57 kip2 y PTEN (Weroha &
Haluska, 2012).

EGFR, tiene un papel importante en la
motilidad celular en varios tipos de cancer, y
fue esencial para la migracion en células de

carcinoma escamocelular oral via ERK y AKT
(Ohnishi, Yasui, Kakudo, & Nozaki, 2017). Por
otro lado, PIK3R1 en GBM, es un
componentes clave del fenotipo migratorio /
invasivo, su eliminacién en lineas celulares
redujo la proliferaciéon, migracién e invasion
via FAK y GTPasas Cdc42, Rac y Rho
(Weber, Parat, Binder, Gallia, & Riggins,
2011). BRAF una serina / treonina quinasa
involucrada en la via MAPK (RAS / BRAF /
MEK / ERK) actlla como un protooncogén y
promueve la proliferacién, migracién e
invasién de células en melanoma coroideo
(Ying, Feng, Zhang, Liu, & Ning, 2020). En
adenocarcinoma de colon usa la via de
sefializacion Rho regulada por MEK para
inducir propiedades de migracion e invasion
(Makrodouli et al., 2011), finalmente CAMK2B
tiene la capacidad de estimular la ciclina D1 a
través de NF-Kf iniciando la transicién de G1
a S. Presenta asimismo  actividad
antiapoptotica al inhibir la expresion de
procaspasa-7 y procaspasa-8 (Y. Y. Wang,
Zhao, & Zhe, 2015). Los efectos de CAMK2
relacionados con migracion e invasién, estan
mediados por la iniciacion de la transicion
epitelio mesénquima y activacién de FAK,
STAT5a y AKT, ademas de Ila
metaloproteinasa 9 (Chi et al., 2016).

MicroARN 498 regula también varios genes de
la via de sefalizacion TGF-B (llustracién 12),
la cual participa en un gran ndmero de
procesos celulares tanto en el organismo
adulto como en el embrién en desarrollo. La
ruta afecta a varias etapas celulares
incluyendo el crecimiento, diferenciacion
celular, apoptosis, homeostasis, entre otras
(S. Liu, Chen, & Zeng, 2018) Entre los genes
blanco relacionados con supervivencia en
esta via esttn CREBBP wuna histona
acetiltransferasa que actia como reguladora
de la transcripcion desempefiando funciones
criticas en el desarrollo embrionario, control
del crecimiento y homeostasis al acoplar la
remodelacion de la  cromatina  al
reconocimiento del factor de transcripcion.
Ademés, actia como un andamio para
estabilizar interacciones proteicas adicionales
con el complejo de transcripcion, siendo un
coactivador esencial que contribuye en la
supervivencia y proliferacion celular. Tiene
actividad proaptotica o antiapoptética siendo
cofactor esencial no solo para los miembros
de la familia p53 proapoptoéticos, sino también
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Interacciones proteina-proteina conocidas y predichas para el microARN 498: Via TGFj8

para NF-kB, un grupo de factores de
transcripcion que  son  principalmente
conocidos por sus actividades de
prosupervivencia; por tal motivo la
desregulacién de la actividad de CREBBP
podria contribuir a los procesos tumorales (D.
Kramer et al., 2015). SKP1 es una proteina
adaptadora esencial del complejo proteico
SCF (Skp1-Cull-F-box ) que une la proteina
F-box y Cull; los cuales son complejos de
ubiquitina ligasa E3 de mdltiples proteinas que
promueven la ubiquitinacién y degradacién de
un gran numero de proteinas reguladoras.
Hay pocos estudios que demuestren su papel
en la carcinogénesis, sin embargo, se ha
sefialado que las ligasas oncogénicas E3
promueven la degradacion de los supresores
de tumores y contribuyen a la proliferacion
incontrolada, la inestabilidad gendémica y la
transformacién maligna. Lui y colaboradores
demostraron que SKP1 estaba
sobreexpresado en cancer de pulmén y se
asocio a un mal pronostico clinico dado por
aumento en la proliferacion y actividad
clonogénica (Y. Q. Liu et al., 2015).

La via hippo (Ver llustracion 13) es una via de
supresores de tumores en su mayoria, esta
relacionada con el proceso del tamafio de los
drganos, regeneracion de tejidos y la

autorrenovacion. En esta via se encuentran
algunos oncogenes blancos de miR498, entre
los que encontramos YAP1 (Yesl Associated
Transcriptional Regulator) un importante
coactivador y potenciador transcripcional que
mejora la transcripcion de genes supresores
de apoptosis y promotores del crecimiento. La
regulacion al alza de YAP1 a menudo se
observa en muchos canceres humanos, sobre
todo en gliomas donde se pueden apreciar
varios estudios donde YAP tiene la capacidad
de mantener el fenotipo maligno del GBM
mediante la inhibicion de el marcador
proneural OLIG2 ademas de el control de la
proliferacion celular. (Guichet et al., 2018). Se
identifico ademas que YAP interactla
genética y funcionalmente para promover el
crecimiento del glioma, por medio de la
sefializacion de Wnt / [B-catenina, la cual
regula el destino celular, proliferacion y
migracion e invasion; entre otros procesos
biologicos. (Y. Wang et al., 2017). Ensayos en
cancer de seno in vitro, mostraron promocion
del crecimiento y proliferacion gracias a la
reduccion significativa de PTEN después de la
sobreexpresion de YAP1, al inducir una mayor
fosforilacion de AKT, la cual es una via
carcinogénica fundamental que regula la
proliferacion celular y la apoptosis (Guo,
Chen, Luo, Zheng, & Shao, 2019). Esto




convierte a YAP1 en un interesante candidato
y blanco de nuestro microARN en estudio, por
su alta evidencia en GBM.

GSK3B como un regulador de Ia
supervivencia, en GBM mediante analisis de
microarrays e inhibidores genéticos de la
actividad GSK3, demostraron que inhibia la
supervivencia y clonogenicidad de las células
del glioma. La inhibicién de la actividad de
GSK3B, da como resultado la muerte de las
células del glioma por citotoxicidad
dependiente de ¢c-MYC a través de mdltiples
mecanismos, todos los cuales convergen en
las vias apoptéticas en las mitocondrias, por
cambios en la regulacién de la glucosa. Se ha
relacionado también la inhibicion de GSK3p
con la regulacion negativa de la actividad de
NF-kB quien regula genes pro supervivencia
como IL8, IER3 y BIRC2; resultando en
disminucién de la supervivencia de las células
de glioma in vitro y en la inhibicién del
crecimiento tumoral in vivo (Kotliarova et al.,
2008). GSK3p a pesar de su actividad dual
€COmMo oncogén y supresor tumoral, en glioma
se ha descrito como oncogén al igual que en
otros tumores; induciendo la proliferacion,
migracion e invasion en modelos in vitro e in
vivo. GSK3B también tiene un papel
fundamental en el mantenimiento de las
células madre del cancer, reorganizacion del
citoesqueleto, polaridad celular y migracion;
promoviendo la invasion tumoral y resistencia
a la terapia. Ensayos en glioblastoma donde
se utilizaron supresores de GSK3B, se
observo inhibicion de la migracién e invasion
al estar relacionado con el eje molecular FAK,
GEFs / Racl, JNK, MT1-MMP / MMP-2;
reorganizando el citoesqueleto y favoreciendo
la degradacion de la matriz mediada por
citocinas (Chikano et al., 2015; Domoto et al.,
2016).

CCND2 Es un gen diana directo del
protooncogén Myc, que contribuye a la
progresion del ciclo celular a través del paso
de GO aG1 (Ding et al., 2019) Ademés tiene
funcibn no catalitica al interactuar con
enzimas reguladoras de la cromatina vy
factores de transcripcién donde regula genes
relacionados con el crecimiento celular,
replicacion y reparacion del ADN.

Por otro lado, AJUBA que en glioblastoma se
ha identificado como oncogén al inhibir la
sefializacion de la via hippo, regula la

expresion de la proteina YAP. AJUBA esta
involucrado en una diversa gama de procesos
celulares como la adhesion de célula a célula,
migracion y metastasis, inhibe la escision de
la caspasa-3 y PARP; y regula positivamente
la ciclina D1 y Bcl-xL (M. Liu et al., 2018).
Ademas, MMP10 y MMP13 se identificaron
como objetivos posteriores de AJUBA
aumentando su expresién para promover la
migracion y la invasion mediante la regulacion
positiva de la via MAPK / ERK1 / 2 (Shi et al.,
2016); (M. Liu et al., 2018) desempefian un
papel fundamental en el crecimiento celular, la
apoptosis y la metastasis (Willems et al.,
2019).

Por dltimo, en esta via en protooncogén
WNT5A, promueve la migracion celular,
mejorando asi la invasiébn de células
cancerosas. Por ejemplo, en el cancer de
nasofaringe, la sobreexpresion de WNT5A en
las células S26 indujo significativamente la
migraciéon y la invasion (Asem, Buechler,
Wates, Miller, & Stack, 2016). Otro estudio
sobre el cancer de prdstata mostré que Wntsa
activaba la sefalizacion de JINK, lo que
conducia a la expresién de la MMP1,
induciendo asi la migracion celular y invasion.

Segun las vias provistas por la herramienta
bioinformética y los objetivos relacionados con
clonogenia, sugerimos que en la via del
glioma los genes blanco de miR-498 podrian
ser CDK6, E2F2, EGFR, IGF1, CAMK2B y
GSK3B; ya que tienen en comun la perdida del
control del ciclo celular, facilitando su
progresion y resistencia a la apoptosis; dando
asi una ventaja para el crecimiento y
supervivencia de células neoplasicas (W. L.
Chen, Wang, Lin, Wu, & Hsieh, 2015;
Nebenfuehr, Kollmann, & Sexl, 2020;
Sigismund, Avanzato, & Lanzetti, 2018;
Weroha & Haluska, 2012).

En la via TGFO, consideramos como posibles
dianas el gen CREBBP (CREB Binding
Protein) cuando participa como cofactor para
NF-kO por su actividad prosupervivencia y
SKP1 (S-Phase Kinase Associated Protein 1)
al promover la ubiquitinacién de supresores de
tumores promoviendo procesos de apoptosis.
(Y. Q. Liu et al., 2015).

En la via hippo encontramos como posibles
oncogenes blanco de miR-498 YAP1, un
importante  coactivador 'y  potenciador



transcripcional que mejora la transcripcién de
genes supresores de apoptosis y promotores
del crecimiento, GSK30O (Glycogen synthase
kinase-3B) un regulador de supervivencia, que
en estudios en glioma ha demostrado
aumento en los ensayos de clonogenicidad al
interaccionar con NF-kO, CCND2 (Cellular
Comunicacion Network Factor 2) con
actividad quinasa, que promueve procesos
oncologicos al promover la sefializacion
mediada por CDKs, blogqueando la proteina
del retinoblastoma, (H. Li et al, 2019)
contribuyendo a la progresién del ciclo celular
a través del paso de GO aG1, y su funcién no
catalitica ya que interactia con enzimas
reguladoras de la cromatina y factores de
transcripcion donde regula genes
relacionados con el crecimiento celular,
replicacion y reparacién del ADN. (Ding et al.,
2019) y AJUBA (Ajuba LIM Protein) que en
glioblastoma se ha identificado como oncogén
al inhibir la sefializacion de la via hippo y
regular la expresion de la proteina YAP,
favoreciendo la  supervivencia celular,
mediante el aumento de la captacion y
consumo de glucosa al aumentar las proteinas
transportadoras de glucosa GLUT1 y mejorar
la produccion de lactato y ATP; satisfaciendo
la demanda energética mediante
reprogramacién metabdlica de las células
tumorales (Willems et al., 2019)

La mayoria de estudios de miR-498 en
migracion, reportan que se comporta como
supresor tumoral. Entre varias revisiones se
destaca la inhibicion de la migracion en lineas
celulares de cancer gastrico, al dirigirse a
BMI1 y suprimir la via de EMT y AKT (You et
al., 2020) En cancer hepatico la
sobreexpresion de miR-498 inhibié
notablemente la migracién e invasion (X.
Zhang et al., 2019). Al correlacionar nuestros
resultados con la herramienta DIANA TOOLS,
encontramos potenciales objetivos directos de
miR-498 relacionados con migracién, los
cuales podrian estar presentes en GBM. En la
via del glioma consideramos como posibles
blancos del microARN-498 a CAMK2, BRAF,
EGFR, PIK3R1, CDK6, E2F2 y GSK3[; los
cuales, por informacién en bases de datos
regulan el proceso de migracion, modulando
la transicion epitelio mesénquima, proteinas
del citoesqueleto y motilidad celular; bajo la
regulacion de vias de sefializacion y genes
como FAK, STAT5a, AKT y GTPasas
asociadas, via MAPK o la via Wnt / B-

catenina. (Ying, Feng, Zhang, Liu, & Ning,
2020); (Makrodouli et al., 2011); (Weber,
Parat, Binder, Gallia, & Riggins,
2011);(Kollmann et al., 2019; K. Zhu et al.,
2016);(Atkins, Stylli, Luwor, Kaye, & Hovens,
2013). En la via hippo los posibles objetivos
del microARN 498 relacionados con migracion
son CTGF, AJUBA, WNT5A; ya que estos
genes estan relacionados con migraciéon y
adhesion; llevando a cabo su actividad
biolégica mediante la union y activacion de
integrinas, activacién de cascadas como AKT
y MAPK, regulacién del citoesqueleto,
sefializacion via FAK, GEFs / Racl, JNK,
MT1-MMP / MMP-2;entre otras.

Los genes blanco obtenidos por los analisis de
enriquecimiento han venido revelando la
posible interaccién de estos con el miR498 al
estar asociado a los diferentes procesos en
cancer. Los genes descritos en las diferentes
vias suministradas por la herramienta
bioinformética también estan asociados a
procesos de invasion; ya que para que se de
este evento debe haber previamente un
aumento del indice migratorio para finalmente
darse el paso hacia la metastasis. Es asi como
los genes asociados a la via del glioma
favorecen la invasion, como CAMK2B
mediado por ERK/ Raf-1 (Y. Y. Wang, Zhao, &
Zhe, 2015), PRKCB via Ras / Mek / PKCi /
Racl (Garg et al.,, 2014), EGFR via ERK y
AKT (Ohnishi, Yasui, Kakudo, & Nozaki, 2017)
y PIK3R1 regulando positivamente las MMP2
y MMP9.

En la via hippo los potenciales blancos de
miR-498 relacionados con invasién son CTGF
qguien actia mediante la activacion de
cascadas de sefiales de Akt y / o MAPK,
regulacion positiva integrinas, activacién de
ERK1 / 2 y modulacion positiva de
metaloproteinasas (P. S. Chen et al., 2007; X.
Wang et al., 2017), GSKS relacionado con el
eje molecular FAK, GEFs / Racl, JNK, MT1-
MMP / MMP-2; participa en la reorganizacion
del citoesqueleto y favorece la degradacion de
la matriz mediada por citocinas. (Chikano et
al., 2015; Domoto et al., 2016), CCN2 actla
bajo la activacion de JAK2 / STAT3 (Park et
al.,, 2019), AJUBA aumenta la expresion de
MMP10 y MMP13 y regula positivamente la
via MAPK / ERK1 / 2.(Shi et al., 2016) (M. Liu
et al.,, 2018) y WNT5A regula proteinas del
citoesqueleto, activa la sefalizacion JNK,
conduciendo a la expresion de MMP1(Binda et



al., 2017) y finalmente en la via de
sefializacibon MAPK encontramos a DUSP4
relacionado con la interaccién célula-matriz
extracelular y el proceso de transicidn epitelio
mesénquima (van Bodegraven et al., 2019).

EL GBM rara vez hace metéstasis fuera del
sistema nervioso central, sin embargo, dentro
del cerebro, las propiedades altamente
invasivas y el patrén migratorio de estas
células, constituyen un desafio importante
para un tratamiento eficaz. Los procesos de
migracion en GBM incluyen la adhesion
celular a componentes de una matriz
extracelular, motilidad y reorganizacién del
citoesqueleto. Podemos considerar que el
microARN 498 podria ejercer un papel muy
importante en este proceso al regular las
diferentes vias de sefializacion descritas, a las
cuales estan asociados multiples blancos de
este microARN, revelados por la herramienta
bioinformatica.

Todos estos genes blanco del microARN 498
hace de éste en GBM, un candidato como
supresor tumoral clave en esta patologia, al
regular maltiples genes en importantes vias de
sefializacion relacionadas con la progresion
tumoral y patogénesis.

Por tanto, la herramienta bioinformética y los
ensayos realizados nos permiten dilucidar el
papel del microARN 498 en GBM y sus
posibles target, los cuales deberan ser
corroborados mediante los diferentes ensayos
experimentales.

CONCLUSIONES

A nuestro conocimiento, este es el primer
estudio que evalla el papel de los miR512-5P,
516a-5p, 516b-5p y 498 en GBM, por lo que
nuestros ensayos aportan informacion
importante sobre su comportamiento en este
tipo de tumor. Encontramos que dos de estos
microARNSs, 512-5p y 498, se comportan en
general como supresores tumorales, ya que
demostramos que influyen negativamente en
la sobrevida, migracion e invasion de forma
significativa en la linea celular U87. Por otro
lado, 516b-5p tuvo un comportamiento
contradictorio, tanto supresor  como
oncogénico; pero usual de los miARN del
C19MC, al influir de forma muy significativa en
la reduccién de la sobrevida y a la vez de
forma  muy significativa al regular

positivamente la migracion. Esto resulta en
funciones duales clasificadas como
“dependientes del contexto” al estar bajo
control del entorno celular (Chang et al.,
2020).

Los resultados tanto experimentales como
bioinformaticos, nos permitieron confirmar
gue los miARNSs del cluster C19MC tiene un
papel muy importante en la regulacion del
cancer, no Unicamente como supresor
tumoral, sino que puede también ejercer un
papel en la promocién de esta enfermedad. En
este trabajo pudimos caracterizar el papel de
los microARN del subgrupo 3 del C19MC en
GBM, mediante diferentes ensayos que nos
permitieron evaluar su funcién en una linea
celular de GBM en los diferentes procesos en
cancer de supervivencia, migracion e invasion

Varios estudios han reportado la presencia de
microARNs de C19MC en diferentes tumores
(Nguyen et al., 2017), por lo que pudimos
evidenciar la presencia innata de 512-3p en la
linea celular U87, probablemente ejerciendo
una funcién de oncomiR.

El proceso de sobrevida el cual esta en
relacién con la inhibicién de la apoptosis en las
células tumorales, en el que estan implicadas
diferentes vias de sefalizacion, fue inhibido
por los microARN 512-5p, 516b-5p y 498.

El indice de migracion e invasion,
relacionados con los eventos metastasicos,
fue regulado a la baja por los microARNs 512-
5p y 498 a diferencia del microARN 516b-5p,
el cual genero un aumento en el indice
migratorio.

El enriquecimiento de vias demostré que los
microARNs pueden generar un gran efecto en
los diferentes procesos del cancer a través de
multiples genes, lo que amplia el espectro de
vias a regular y asimismo el potencial
terapéutico que estas moléculas pueden
llegar a tener, ya que interfieren en varias vias
de sefializacion y regulacién celular de forma
simultanea.



llustracion 13.

Interacciones proteina-proteina conocidas y predichas para el microARN 498: Via Hippo.

(Tomado de la base de datos STRING)
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