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1. RESUMEN

En Chile, el cancer de mama (CM) presenta la primera tasa de mortalidad por cancer en mujeres
(16.6/100,000 mujeres). El principal factor de riesgo para el desarrollo de CM es la predisposi-
cién genética y las mutaciones en los genes BRCA1/2 son responsables en promedio de un 16-
20% del riesgo para CM familiar. Se ha propuesto que otros alelos de susceptibilidad denomi-
nados de moderada y baja penetrancia podrian ser responsables del 80% restante de los casos
de CM familiar BRCA1/2-negativo. Evidencia reciente ha postulado a los microRNAs (miR-
NAs) como genes candidatos de baja penetrancia para susceptibilidad a CM. Diferentes estudios
han mostrado que los mMiRNAs se expresan de forma aberrante en cancer, y que la presencia de
variantes genéticas en la secuencia del pre-miRNA o del miRNA maduro podria ser la causa de
su desregulacion. De acuerdo a lo anterior, en esta tesis se evalud la asociacién del SNP
rs4541843, ubicado en el pri-miR-182, con riesgo de CM familiar a través de un disefio caso-
control. Ademas, utilizando lineas celulares de CM, se evalud en el rol funcional de los SNPs
rs6505162 (pre-miR-423), rs895819 (pre-miR-27a) y rs4541843 en la tumorogénesis mamaria.
Los resultados de asociacion mostraron que el alelo T del rs4541843 se asocio con aumento del
riesgo de desarrollar CM en pacientes chilenas BRCA1/2 negativo, siendo este el primer estudio
que evalla la asociacion del rs4541843 con alguna patologia humana. En un estudio previo, se
determind que el alelo A del rs6505162 aumenta el riesgo de CM en poblacion chilena 'y que el
alelo G del rs895819 tendria un efector protector, disminuyendo el riesgo de desarrollar CM. El
estudio funcional desarrollado en esta tesis mostré que el alelo A del rs6505162 aumenta la
proliferacion, migracion e invasion celular, ademas, promueve la resistencia a cisplatino y dis-
minuye la apoptosis confirmando que este alelo corresponderia al alelo de riesgo. Por otra parte,
el alelo G del rs895819 mostro6 actuar de forma diferencial en los procesos tumorogénicos ma-
marios dependiendo del subtipo de CM, participando como un supresor tumoral en el subtipo
de CM triple negativo y como oncogeén en el subtipo luminal A. Finalmente, se observé que el
alelo C del rs4541843 tendria un rol oncogénico aumentando la proliferacion, migracion e in-
vasion celular, promoviendo la resistencia a cisplatino y disminuyendo la apoptosis, demos-
trando que este alelo seria el alelo de riesgo y no el alelo T. Estos resultados son los primeros
en caracterizar el rol funcional de los SNPs rs6505162, rs895819 y rs4541843 en la tumorogé-

nesis mamaria.



2. ABSTRACT

In Chile, breast cancer (BC) has the highest cancer mortality rate in women (16.6/100,000
women). The main risk factor for BC development is genetic predisposition. Mutations in the
BRCA1/2 genes are responsible for 40-50% of familial BC risk on average. It has been pro-
posed that other so-called moderate- and low-penetrance susceptibility alleles could be respon-
sible for the remaining 50% of BRCA1/2-negative familial BC cases. Recent evidence suggests
that microRNAs (miRNAs) are candidate low-penetrance genes for BC susceptibility. Various
studies have shown that miRNAs are aberrantly expressed in cancer and that the presence of
genetic variants in the pre-miRNA or mature miRNA sequence could be the cause of their
dysregulation. Given the above, this study assessed the association of SNP rs4541843, located
in the pri-miR-182, with risk of familial BC using a case-control design. Furthermore, BC cell
lines were used to evaluate the functional roles of SNPs rs6505162 (pre-miR-423), rs895819
(pre-miR-27a), and rs4541843 in mammary tumorigenesis. The association results showed that
the rs4541843 T allele was linked to increased risk of developing BC in BRCA1/2-negative
Chilean patients. This is the first study to evaluate an association between rs4541843 and any
human pathology. A previous study determined that the rs6505162 A allele increased BC risk
in a Chilean population and that the rs895819 G allele had a protective effect, reducing the risk
of developing BC. Here, the functional study based on this concept showed that the rs6505162
A allele increased cell proliferation, migration, and invasion. In addition, the A allele promoted
resistance to cisplatin and decreases apoptosis, confirming its role as a risk allele. On the other
hand, the rs895819 G allele was found to function differentially in mammary tumorigenic pro-
cesses depending on BC subtype, participating as a tumor suppressor in the triple-negative BC
subtype but as an oncogene in the luminal A subtype. Finally, it was observed that the rs4541843
C allele had an oncogenic role, increasing cell proliferation, migration, and invasion, as well as
promoting resistance to cisplatin and decreasing apoptosis. These results indicate that the risk
allele was the C allele, not the T allele. These findings are the first to characterize the functional
role of SNPs rs6505162, rs895819, and rs4541843 in mammary tumorigenesis.



3. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad en la que se alteran factores genéticos y epigenéticos los que des-
encadenan una desregulacion de funciones celulares claves tales como crecimiento, division
celular, apoptosis y migracion celular [1]. Actualmente, el cancer es un problema de salud pu-
blica siendo la primera causa de muerte a nivel mundial [2]. En hombres, los canceres mas
frecuentes incluyen a cancer de pulmon, prostata, colon, estomago e higado. En el caso de las
mujeres, los canceres méas prevalentes corresponden a cancer de mama, cervicouterino, colon,
pulmon y tiroides [2]. Por lo anterior, existe gran interés en investigar en la tematica “gendémica
del cancer” con el objeto de descubrir nuevos: blancos terapéuticos, terapia farmacoldgica, tra-
tamientos biol6gicos, biomarcadores que se utilicen para identificar poblacion en riesgo, aseso-
ramiento genético en las formas hereditarias del cancer y marcadores de diagnostico temprano,

entre otros.

3.1. Céancer de mama
3.1.1. Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama (CM) es el cancer mas comun en mujeres en el mundo. Cada afio se diag-
nostican 1,15 millones de nuevos casos los que representan el 23% del total de casos de cancer
en mujeres [3, 4]. Aproximadamente 1 de cada 8 mujeres desarrollard CM a lo largo de su vida
[5]. En Chile, el CM actualmente presenta la mayor tasa de mortalidad por cancer en mujeres,
la que ha ido en aumento desde 1990 a la fecha [6]. Los ultimos datos del World Health Organization
(WHO) indican que, en el afio 2020 el CM causo6 1.674 muertes que corresponden a una tasa de
mortalidad de 17,3 por cada 100.000 mujeres (Figura 1) [6]. Respecto de la incidencia, también
se ha observado un constante aumento [6]. Pese a lo anterior, en los Gltimos 30 afios la supervi-
vencia por CM ha mejorado considerablemente, debido en parte al diagnostico temprano a tra-
vés de la mamografia y ecografia mamaria. Si bien la imagenologia es util en el diagndstico
precoz del cancer ya establecido, no permite identificar poblacion con elevado riesgo de desa-
rrollar CM. La identificacion de la poblacién de riesgo es fundamental para el éxito del moni-

toreo y toma de decisiones clinicas que pueden evitar que las mujeres desarrollen la enfermedad



0 que la detecten en etapas tempranas en las cuales los tumores son pequefios y la cirugia ma-
maria puede ser 100% curable. En consecuencia, uno de los mayores desafios de la investigacion
oncologica actual es identificar modalidades de prevencion asociadas a los factores de riesgo de

desarrollar CM, y de esta forma, reducir la morbilidad y mortalidad.
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Figura 1. Mortalidad por tumores malignos en mujeres durante el afio 2020 en Chile (modificado del WHO 2020)

3.1.2. Factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama

Existen diferentes factores de riesgo que se han asociado al desarrollo del CM (Tabla 1). De
acuerdo al riesgo relativo (RR), que corresponde al riesgo para un individuo expuesto a un factor
de riesgo versus el riesgo para un individuo no expuesto a dicho factor, podemos mencionar los

siguientes factores de riesgo:

e Género: Las mujeres tienen mayor riesgo a desarrollar CM que los hombres, siendo 100
veces mayor la probabilidad de que la enfermedad ocurra en mujeres respecto de los varones,
de los cuales, el 1% desarrolla la enfermedad [7].

e Edad: Diversos estudios han demostrado que la incidencia de CM aumenta con la edad. El

riesgo de desarrollar CM para una mujer de 30 afios es de 1 en 258, en cambio, a los 50 afios,



1 de cada 38 mujeres desarrollara CM. Si se comparan mujeres menores de 65 afios con
mujeres mayores de esta edad, el RR de CM asociado con el aumento de la edad es 5.8 [8].

Factores hormonales: Las hormonas reproductivas influyen en el riesgo de desarrollar CM
debido a su efecto sobre la proliferacion celular. Por lo anterior, las menarquias tempranas y
las menopausias tardias influyen en el riesgo de desarrollar CM, debido a la exposicion pro-
longada a hormonas ovéricas. Alternativamente, la Terapia de Reemplazo de Hormonas
(TRH) la que es utilizada para aliviar los sintomas de la menopausia y prevenir la osteopo-
rosis aumenta el riesgo de desarrollar CM en un 24%, el cual se eleva ain mas si la TRH

combina el uso de estrdgeno y progesterona respecto de utilizar solo estrégeno [9].

Factores reproductivos: Se relacionan con el nimero de ciclos menstruales ovulatorios que
experimenta una mujer a lo largo de su vida [8]. El inicio de la menstruacion antes de los 12
afios o una menopausia tardia después de los 55 afios, aumenta el riesgo de CM [7]. Del
mismo modo, la nuliparidad o tener el primer hijo después de los 35 afios otorga dos veces
mayor riesgo de CM en comparacion a mujeres que tienen uno o mas hijos antes de los 35

afos [9].

Factores nutricionales y modo de vida: Dentro de estos factores podemos mencionar el
sobrepeso y la obesidad, los cuales son mas relevantes en mujeres postmenopausicas debido
a que si bien los ovarios dejan de producir estrogeno, el tejido adiposo es una fuente extra-
gonadal de esta hormona. En consecuencia, las mujeres con sobrepeso u obesas tienen niveles
mas elevados de esta hormona lo cual aumenta el riesgo de desarrollar CM [7, 10]. Ademas,
diferentes estudios sugieren que la obesidad y la inactividad fisica son determinantes impor-
tantes de la hiperinsulinemia y de la resistencia a insulina, lo que lleva a un aumento de los
niveles de esta hormona contribuyendo a un mayor crecimiento tumoral. Por otra parte, la
obesidad aumenta los niveles del factor de crecimiento similar a insulina (IGF) donde se ha
demostrado que IGF-1 participa en el desarrollo, la progresion y la metéstasis del CM [11].
Otro factor en esta categoria corresponde al consumo de alcohol. El consumo de dos a tres

vasos de alcohol diarios aumenta en un 20% el riesgo de CM [7, 12].



e [Factores genéticos: La predisposicion o susceptibilidad genética corresponde al factor que

otorga mayor RR al desarrollo de CM. La susceptibilidad genética es responsable de alrede-

dor del 20% de los casos de CM con historia familiar para este cancer [8]. Este riesgo se

calcula en funcién del nimero de familiares afectados por cancer de mama y de ovario, el

grado de parentesco con estos familiares y la edad de diagnostico de la enfermedad. EI RR a

consecuencia de factores genéticos puede aumentar hasta 3.6 veces respecto de la poblacién

general [8, 11].

De los factores de riesgo antes mencionados, el mas importante corresponde a la predisposicion

0 susceptibilidad genética, y se ha estimado que es responsable del 5-15% de todos los CM y de

aproximadamente el 25% de los casos de CM en mujeres de 30 afos [7].

Tabla 1. Factores de riesgo para cancer de mama (extraido de Singletary S., 2003 [8])

Risk Factor Category at Risk Comparison Category Relative Risk
Alcohol intake” 2 drinks per day Nondrinker 1.2
Body Mass Index'’ 80™ percentile, age 55 or greater 20™ percentile 1.2
Hormone replacement therapy with Current user for at least 5 years Never used 1.3
estrogen and progesterone“~
Radiation exposure®=~* Repeated fluoroscopy No exposure 1.6
Radiation therapy for Hodgkin's disease No exposure 5.2
Early menarche®’ Younger than 12 years Older than 15 years 1.3
Late menopause?®”-> Older than 55 years Younger than 45 1.2-1.5
Age at first chidbirth®=*=" Nuliparous or 1st child after 30 1st child before 20 1.7-1.9
Current age” 65 or older Less than 65 58
Past history of breast cancer®*** Invasive breast carcinoma No history of invasive breast 6.8
carcinoma
Other histologic findings®*~% Lobular carcinoma in situ No abnormality detected 16.4
Ductal carcinoma in situ No abnormality detected 17.3
Breast biopsy* Hyperplasia without atypia® No hyperplasia 1.9
Hyperplasia with atypia No hyperplasia 53
Hyperplas@a with atypia and positive No hyperplasia, negative family history 1
family history
Cytology (fine-needle aspiration, Proliferation without atyp@a® No abnormality detected 25
nipple aspiration fluid)*' 42
Proliferation with atypia No abnormality detected 49-5
Proliferation with atypia and positive No abnormality detected 18.1
Loy hstory
Family history*” 1st-degree relative 50 years or older No 1st- or 2nd-degree relative with 1.8
with postmenopausal breast cancer breast cancer
1st-degree relative with premenopausal No 1st- or 2nd-degree relative with 33
breast cancer breast cancer
2nd-degree relative with breast cancer No 1st- or 2nd-degree relative with 1.5
breast cancer
Two 1st-degree relatives with breast No 1st- or 2nd-degree relative with 36
cancer breast cancer
Germline mutation*® Heterozygous for BRCA1, age <40 Not heterozygous for BRCA1, 200t
age <40
Heterozygous for BRCA1, age 60-69 Not heterozygous for BRAC1, age 15¢

60-69




3.2. Predisposicion genética al cancer de mama.

Las caracteristicas de la predisposicion genética incluyen: herencia autosomica dominante, alta
penetrancia, es decir, un portador de mutacion genética tiene un 67% de riesgo de desarrollar
CM a los 70 afos y un 80% de riesgo a los 80 afios, y frecuencia de portadores de 0.006 [13].
Estos datos indican que 1 de cada 20 mujeres con CM son portadoras de predisposicion genética
y 1 de cada 200 mujeres sanas en la poblacion general. Estas frecuencias indican que el CM es

una de las patologias hereditarias mas ampliamente distribuidas en el mundo.

La existencia de un gen o de genes responsables de la predisposicidn genética fue sugerida hace
mas de un siglo. En los afios 1994 y 1995, se identificaron dos genes de susceptibilidad para el
CM: BRCA1 (MIM 113705) [14] y BRCA2 (MIM 600185) [15]. Estos genes son actualmente
considerados genes autosomicos dominantes de alta penetrancia para susceptibilidad al CM [3,
16]. El gen BRCAL se encuentra en el cromosoma 1721 y tiene como funcion la reparacion de
rupturas de doble cadena del DNA, la regulacion de los puntos de control del ciclo celular, la
ubiquitinacion de proteinas y la remodelacion de la cromatina. Por otra parte, el gen BRCA2 se
ubica en el cromosoma 13g12.3 y cumple una funcion dual activando o inhibiendo el proceso
de reparacion por recombinacion homdloga (RH) [17]. Se ha reportado que mutaciones en los
genes BRCA1 y BRCA2 pueden ademas aumentar el riesgo de desarrollar cancer de mama, ova-

rio, préstata y otros canceres [18].

Aproximadamente el 25% de los casos de CM familiar se atribuyen a mutaciones en BRCA1/2
[19]. De hecho, la identificacion de mutaciones en BRCAL/2 se ha convertido en un analisis de
gran importancia en genética clinica oncoldgica, ya que ha permitido mejorar la prevencion y
el tratamiento de mujeres de alto riesgo en todo el mundo [20]. A la fecha, no se ha encontrado
un gen BRCAX con caracteristicas similares a BRCAL/2. En consecuencia, hay un gran porcen-

taje de casos de CM familiar cuya etiologia genética no se conoce



3.3. Panorama emergente de la susceptibilidad al cancer de mama: modelo poligénico, ge-
nes y variantes.

En la actualidad, existe consenso de que las mutaciones en los genes BRCA1/2 son responsables
en promedio del 25% del riesgo de CM hereditario (CMH) [21, 22]. Los analisis de ligamiento
de genoma completo utilizando familias BRCAL/2-negativas de gran tamafio no han logrado
mapear otros loci de susceptibilidad de alta penetrancia [23]. Por lo tanto, una gran parte del
componente genético de estas familias permanece sin identificar. Ford et al. [24], propusieron
que otros alelos de susceptibilidad, denominados de moderada y baja penetrancia, podrian ser

responsables de un porcentaje significativo del CMH en familias BRCA1/2-negativas.

Para explicar la agregacion familiar de casos de CMH BRCA1/2-negativos, se han aplicado va-
rios analisis de segregacion, incluidos modelos recesivos y poligénicos. Antoniou et al. [25],
estudiaron familias con multiples casos y concluyeron que el modelo recesivo no se ajusta a la
forma de segregacion. Posteriormente, Pharoah et al. [26], realizaron un anélisis poblacional en
pacientes con CM y encontraron que el modelo poligénico es el que mejor se ajusta a la segre-
gacion familiar de CM. El modelo poligénico asume la existencia de diversos genes que actdan
de forma aditiva para explicar la distribucion gaussiana del riesgo observado en la poblacion.
Por lo tanto, el modelo mas ampliamente aceptado actualmente plantea que la susceptibilidad al
CM es el resultado de un pequefio nimero de mutaciones en genes de alta penetrancia (BRCA1
y BRCA2) y un numero mucho mayor de variantes en genes de penetrancia moderada o baja
(modelo poligénico) [27, 28]. Los genes de penetrancia moderada y baja se definen como aque-
llos en los que las variaciones de secuencia y/o polimorfismos se asocian con un aumento mo-
derado o pequefio en el riesgo relativo de CM. Por lo tanto, actualmente se consideran tres ca-
tegorias de alelos de susceptibilidad para CM: alelos raros de alta penetrancia, alelos raros de
moderada penetrancia y alelos comunes de baja penetrancia Estas categorias de alelos confieren
diferentes niveles de riesgo y tienen diferentes frecuencias poblacionales (Figura 2). La contri-
bucion de cada categoria de genes a la predisposicion al CM se esté investigando con gran inte-
rés, al igual que las correlaciones entre las caracteristicas fenotipicas de los tumores, las vias de

interaccién génica y las aplicaciones clinicas [27].
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Figura 2. Locis de susceptibilidad al cAncer de mama seguin su riesgo relativo asociado (por alelo de riesgo)
y la frecuencia del alelo de riesgo. Esta figura muestra que la mayoria de las variantes de baja penetrancia caen
en la esquina inferior derecha (frecuencias superiores al 20% Yy riesgo relativo inferior a 1.3), y que los alelos de
riesgo asociados con un riesgo relativo mas alto (esquina superior derecha), son menos frecuentes. Si bien es poco
probable que se produzcan mutaciones adicionales en genes de alta penetrancia; La identificacion de variantes de
moderada y baja penetrancia en un futuro préximo se vuelve cada vez mas probable a medida que mejoren los
estudios de genoma completo utilizando tamafios muéstrales mas grandes. (extraido de Garcia-Closas & Chanock,
2008 [29)).

e Genes de alta penetrancia

Las mutaciones en genes de susceptibilidad de alta penetrancia corresponden principalmente a
cambios en la secuencia de nucle6tidos que generan proteinas truncadas. Este tipo de variantes
tienen muy baja frecuencia poblacional (<0,1%) sin embargo, otorgan un alto RR de alrededor
de 10 a 20 veces [27]. Los genes BRCA1, BRCA2 y TP53, son considerados genes de alta pene-
trancia. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 confieren aproximadamente un 25% de

riesgo de desarrollar CM en individuos pertenecientes a familias de alto riesgo para CM [30].

e Genes de moderada penetrancia
La frecuencia de la poblacion portadora de variantes en genes de moderada penetrancia corres-
ponde a <0,6%, con un RR de 2 a 4 veces. Por lo anterior, se estima que estas variantes otorga-

rian ~3% del RR de CM familiar [31]. Se han clasificado como genes de moderada penetrancia



los siguientes: ATM, CHECK2, BRIP1, PALB2, XRCC2, FGFR2, MAP3K1, entre otros. Muje-
res portadoras de estas variantes tienen un riesgo de 6-10% de desarrollar CM a los 60 afios, en

comparacion con el 3% de riesgo de la poblacion general [27].

e Genes de baja penetrancia

Las variantes en genes de baja penetrancia son las mas frecuentes en las poblaciones (5% al
50%) [27]. Sin embargo, este tipo de variantes otorgan un RR bajo, entre 1,25 en condicion
heterocigota y 1,65 veces en condicion homocigética. Dentro de este grupo se encuentran los
polimorfismos de nucleétido Gnico (SNPs): rs2981582 (FGFR2), rs3803662 (TOX3), rs889312
(MAP3K1), rs3817198 (LSP1), rs13281615 (8q), rs13387042 (2q), entre otros. Las variantes en
genes de baja penetrancia explicarian aproximadamente el 16% de los casos de CMH [32].

Actualmente se plantea que todos los genes de susceptibilidad conocidos para CM son respon-
sables del 50% de los casos de CMH (Figura 3) [16]. Sin embargo, los genes responsables del
~50% restante ain no han sido determinados. De acuerdo con el modelo actual de tumores he-
reditarios, se ha postulado que una combinacion desfavorable de variantes genéticas polimorfi-
cas en genes de susceptibilidad de baja 0 moderada penetrancia daria cuenta del exceso del
riesgo del CMH [27]. Entre estos genes, evidencia reciente apunta a variaciones en secuencias

precursoras de microRNAs o microRNAs maduros como posibles candidatos.

Familial Breast Cancer Patients

BRCAX families
Other low susceptibility

Low Susceptibility Genes
67 genes identified to date
14%

genes to identify

51%

High Susceptibility Genes

BRCA1 & BRCA2
5% 25% 5%

Figura 3. Distribucion de los genes identificados en CMH. Aproximadamente la mitad de los genes causales de
CMH aln no han sido identificados. (extraida de Melchor L, Benitez J. 2013).
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3.4. MicroRNASs

Los microRNAs (miRNASs) son una clase de RNA enddgeno, no codificantes y de hebra simple
con un tamafio aproximado de 20 a 25 nucle6tidos. Los miRNAs son capaces de regular la
expresion génica a nivel post-transcripcional al unirse a la region 3’ no traducida (UTR) del
RNA mensajero (mMRNA) diana [33]. Los miRNAS que se unen con una alta complementariedad
a la secuencia del mMRNA blanco inducen la degradacion de los mMRNA. Sin embargo, la mayoria
de los miRNAs se unen con una complementariedad parcial a la region 3’UTR del mRNA
blanco inhibiendo la expresion del gen a nivel traduccional [34]. Desde su descubrimiento por
Lee et al. [35], en sus trabajos con Caenorhabditis elegans, se ha reportado la existencia de
aproximadamente 2.300 miRNAs en el genoma humano, pero solo ~1100 de estos miRNASs han
sido validados experimentalmente [36]. EI 30% de los genes humanos son regulados por miR-
NAs [37, 38]. En la célula, los miRNAs pueden influir sobre diferentes vias y procesos bioldgi-

cos que incluyen desarrollo, proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis [39, 40].

Los miRNAs se transcriben desde genes individuales o desde cluster. Se ha reportado que el
25% de los genes de miRNA humanos se encuentran organizados en cluster, lo que corresponde
a genes ubicados adyacentes entre si en el cromosoma [41]. Los genes de miRNAS que se orga-
nizan en cluster se transcriben en un transcrito policistronico, el cual es procesado, dando como

resultado miRNAs maduros individuales [41, 42].

El procesamiento de los miRNAs comprende dos vias, que corresponden a la via candnica y no
canonica, siendo la primera la predominante en el procesamiento de estos RNAs [43]. La via
candnica de biogénesis de los mMiRNAS es un proceso que se inicia en el nicleo y finaliza en el
citoplasma (Figura 4). Los miRNAs, son transcritos por la RNA polimerasa Il (Pol Il) generan-
dose un transcrito primario (pri-miRNA) el cual es procesado en el nucleo por el microprocesa-
dor formado por la enzima RNasa 11l (Drosha) y la proteina de unién a RNA de doble cadena
(DGCRS8) formando un precursor de miRNA (pre-miRNA) de ~70 nucledtidos. Posteriormente,
los pre-miRNAs son exportados al citoplasma por Exportina 5, transportador dependiente de
GTP. En el citoplasma los pre-miRNA son clivados por la RNAsa Il (Dicer) liberando un

miRNA duplex de ~22 nucle6tidos. Finalmente, las hebras del diplex se separan generando dos
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hebras simples denominadas 5p y 3p. Una de las hebras generadas se asocia a la proteina Argo-
nauta (AGO), formando el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) el cual ejerce
la funcidn regulatoria sobre el gen blanco, mientras que la otra hebra es degradada. Para cual-
quier miRNA dado, la interaccion entre las hebras 5p o 3p con el complejo AGO varia segun el
tipo de célula o el ambiente celular. En general, la hebra con menor estabilidad termodinamica
dado por el extremo 5' o uracilo en 5' se carga preferentemente en el complejo AGO y se consi-
dera la hebra guia. La hebra que no es cargada al complejo AGO se denomina hebra pasajera,
la cual se separara de la hebra guia a través de diferentes mecanismos basados en el grado de
complementariedad [42-45]. La biogénesis de miRNAs no candnica se puede agrupar en vias
independientes de Drosha/DGCRS e independientes de Dicer [43]. Un ejemplo de miRNAS pro-
cesados por la via independiente de Drosha/DGCRS8 corresponde a los mirtrones, los cuales se
originan a partir de intrones que, una vez removidos por corte y empalme, funcionan como pre-
miRNAs [42].

Nucleus Cytoplasm

Drosha
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Pol Il '///
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[—— f— / 0
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Translational repression
ORF
—
7MGpppG 5\ AAAAA
h—/‘-—‘d
© Target
mRNA cleavage o mRNA

Figura 4. Via candnica de biogénesis de los microRNA. La imagen corresponde a un diagrama representativo del
procesamiento de miRNAs por la via canénica de la biogénesis. Se observa los primeros pasos de la via que se
desarrollan en el nlcleo, continuando el procesamiento en el citoplasma, que da como resultado al miRNA maduro,
el cual va a ejercer su funcién regulatoria (Extraido de Esquela-Kerscher & Slack, 2006 [34]).
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3.5. Variacion genética SNPs en secuencias precursoras de miRNAs o miRNAs maduros y
su asociacion con susceptibilidad a cancer de mama

3.5.1. microRNAs y su relacion con cancer

Los miRNAs participan en diversas enfermedades humanas, tales como patologias cardiovas-
culares, desordenes psiquiatricos y condiciones neurodegenerativas, entre otras. Se ha demos-
trado que los miRNAs estan mutados o se expresan en forma aberrante en el cancer [38]. Una
de las primeras evidencias que asocio la expresion aberrante de miRNAs y cancer fue informada
por Calin et al. [46], quienes demostraron una disminucion de la expresion de los mMiRNA-15a
y miRNA-16-1 en pacientes con leucemia linfocitica cronica. En tumores solidos, el grupo de
Michael et al. [47], identificaron 28 miRNAS cuya expresion era diferente en adenocarcinoma
de colon respecto de mucosa normal, y también encontraron disminucion de los niveles de ex-
presion de los miRNA-413 y miRNA-145 en tejido tumoral respecto de su correspondiente te-
jido normal. Los estudios de expresion de genoma completo han demostrado que casi todos los
tipos de cancer presentan perfiles especificos de genes de miRNA sobreexpresados y reprimi-
dos. Diferentes estudios han descrito perfiles especificos de expresion de miRNAs en CM, glio-
blastoma primario, carcinoma hepatocelular, carcinoma papilar de tiroides y cancer de pulmon.
En un amplio estudio que analizé los perfiles de expresion en 540 muestras de 5 tumores sélidos
(pulmén, mama, prostata, colon, y pancreas), se encontrd que un grupo de 43 miRNAs estaban
desregulados en comparacion a tejidos normales [48]. La Tabla 2 muestra la alteracion de los

perfiles de expresion que han sido detectados en diferentes tipos de tumores humanos [49].
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Tabla 2. MicroRNAs mas frecuentemente sobreexpresados (negrilla) y reprimidos (cursiva) en

canceres humanos (extraido de Negrini M. 2009 [49]).

Rank® MicroRNA Cluster Chrom Host gene Associated cancer
1 miR-221 mir-221/mir-222 X Intergenic Stomach, colon, pancreas, liver, bladder,
thyroid ca, glioblastoma
2 miR-21 - 17 TMEM49-005—exon 12 Breast, ovarian, tongue, liver, lung thyroid ca,
glioblastoma
3 miR-191 mir-191/mir-425 3 C3orfe0; intron 1 Breast, prostate, stomach, colon, pancreas,
lung ca
4 miR-210 = 11 Intergenic Breast, prostate, liver, lung ca
5 miR-155 = 21 APD00223.5-001—exon 4 Breast, tongue, lung, thyroid ca
6 miR-222 mir-221/mir-222 X Intergenic Stornach, colon, pancreas, liver, bladder,
thyroid ca
7 miR-34a = 1 Intergenic Breast, tongue, liver, thyroid, ca
8 miR-181b-1 mir-181a-1/mir-181b-1 1 RP11-31E23.1-001 —intron 2  Breast, prostate, pancreas, liver, thyroid ca
9 miR-103-1 - 5 PANKS; intron 5 Breast, stomach, colon, pancreas, bladder ca
10 miR-181a-1 mir-181a-1/mir-181b-1 1 RP11-31E23.1-001 —intron 2  Breast, tongue, liver, thyroid ca
1 miR-145 mir-143/mir-145 5 Intergenic Breast, ovary, prostate, colon, liver, lung ca
2 miR-199a-1-5p - 19 DNM2—intron 15 Ovary, prostate, colon, liver, lung ca
3 miR-143 mir-143/mir-145 5 Intergenic Breast, ovary, prostate, colon, liver, lung ca
4 miR-125a mir-99b/iet-7e/mir-125a 19 Intergenic Breast, ovary, prostate, liver, lung ca
5 miR-125b-1 mir-125b-1/let7a-2/mir-100 11 Intergenic Breast, ovary, prostate, tongue, liver ca
8 let-7d let-7a-1/let-7f-1/let-7d 9 Intergenic Breast, ovary, prostate, colon, liver ca
7 miR-101 = 1 Intergenic Breast, ovary, prostate, colon, liver, lung ca
8 miR-138-2 - 16 Intergenic Tongue, stomach, colon, pancreas, thyroid ca
9 miR-199a-2-5p  mir-214/mir-199a-2 1 DNM3—intron 14 Ovary, tongue, liver ca
10 miR-218-2 = 5 SLIT3; intron 14 Prostate, stomach, colon, lung ca

® Rank was assessed on the basis of the number of published papers reporting the deregulation of the miRNA from 2002 to 2008.

Evidencia creciente muestra que los miRNAs pueden actuar como oncogenes cuando su blanco
son moléculas oncosupresoras 0 como supresores tumorales cuando su blanco son oncogenes
(Figura 5) [49, 50]. Ademas, un mismo miRNA puede funcionar como oncogén o supresor tu-
moral dependiendo del tipo de cancer y del contexto celular [51]. En diferentes tipos de cancer
se ha reportado dualidad de funcion para muchos miRNAs. Un ejemplo es el caso del miRNA-
125b, el cual presenta disminucién de su expresion en carcinoma ovarico, de tiroides, cancer de
mama y carcinoma de células escamosas, en todos estos canceres, el miRNA actlia como supre-
sor tumoral [52], Por el contrario, el miRNA-125b actiia como oncogén en glioblastoma, cancer
de prostata y neuroblastoma. También se ha descrito dualidad de funcién en diferentes tipos de
cancer para los miRNA-181a, miRNA-181c y miRNA-220 [53].
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Figura 5. MicroRNAs como supresores de tumores y oncogenes. (a) En células normales, la transcripcion, pro-
cesamiento y unién de miRNAs a secuencias mMRNA blanco conduce a la represion de sus genes diana, ya sea por
inhibicion de la traduccion del mRNA o degradacién del mRNA. (b) La expresion reducida de un miRNA que
acttia como supresor de tumores, como resultado de una delecién cromosémica o defectos en cualquier etapa de la
biogénesis del miRNA (indicado por signos de interrogacion) conduce a un aumento de la sintesis de la oncopro-
teina blanco (cuadrados violetas), gatillando el desarrollo de un fenotipo oncogénico. (c) El aumento de la expresion
de un miRNA que acttia como oncogén, como resultado de la amplificacion o sobreexpresion del gen del miRNA,
conduce a la represion de un gen supresor de tumores (rosa), favoreciendo el desarrollo de un fenotipo oncogénico.
ORF: marco de lectura abierto; mGpppG: 7-metilguanosina (extraido de Esquela-Kerscher & Slack, 2006 [34]).

3.5.2. microRNAs y su relacion con cancer de mama

La variacion en los niveles de expresion de distintos miRNAs maduros se ha asociado al desa-
rrollo y progresion de maltiples canceres humanos [34, 54]. El uso de microarreglos conteniendo

todos los miIRNAs humanos conocidos ha permitido identificar a los miRNAs que presentan
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expresion diferencial entre muestras de tejido normal y tumoral. Esta estrategia ha ayudado a
identificar a los miRNAs involucrados en los canceres humanos. Respecto al CM, lorio et al.
[55], utilizando un microarreglo de miRNAs, evalud el perfil de expresion de miRNAs en 10
tejidos normales y en 76 de CM. Los autores identificaron 29 miRNAs cuya expresion estaba
significativamente desregulada (p<0.05) e identificaron un grupo pequefio conformado por 15
miRNAs cuya expresion diferencial permitio predecir correctamente si la muestra correspondia
a tejido mamario normal o tumoral con un 100% de precision. Entre los miRNAs diferencial-
mente expresados, los que presentaron desregulacion consistente en CM fueron los miRNA-
10b, miRNA-125b, miRNA-145, miRNA-21 y miRNA-155. Tres de estos, miRNA-10b,
miRNA-125b y miRNA-145 mostraron disminucion de su expresion, y los otros dos estuvieron
sobreexpresados, sugiriendo que estos miRNAs actan como supresores tumorales y oncogenes
respectivamente. Ademas, estos autores identificaron en muestras tumorales, miRNAs cuya ex-
presion se correlaciond con caracteristicas biopatoldgicas especificas del CM, como expresion
de receptores de estrdgeno (RE) y progesterona (RP) (miRNA-30), metastasis en ganglios lin-
faticos (let-7f-1, let-7a-3 y let-7a-2) y alto indice proliferativo (let-7c y let-7d). Blenkiron et al.
[56], a través de técnicas de perfiles de expresion de miRNAs, identificd 133 miRNAs que per-
mitieron clasificar distintos subtipos moleculares de tumores mamarios: Luminal A
(RE+/RP+/Her2-), Luminal B (RE+/RP+/Her2+), tipo Her2(+) (RE-/RP-/Her2+), tipo Basal
(triple negativo) (RE-/RP-/Her2-), y normal. lyevleva et al. [57], demostraron que los miRNA-
21, miRNA-10b y miRNA-31 se encontraban sobreexpresados en CM bilateral respecto de CM
unilateral (p=0,0001, p=0,