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Variantes genéticas en miRNAs y su
asociacion con el cancer de mama

RESUMEN

Antecedentes: en México, el cancer de mama es la primera causa
de muerte por cancer en la mujer. A nivel molecular, los RNAs no
codificantes y, en particular, los microRNAs, han tomado un papel
importante en el origen y crecimiento de esta neoplasia. En poblacién
anglosajona se han reportado diversas variantes genéticas en los genes
que codifican los microRNAs y en sus blancos, que se asocian con esta
enfermedad. En la poblacién mexicana se desconoce la existencia de
estas u otras variantes; por eso su identificacion en nuestra poblacién es
decisiva para comprender mejor la patogénesis del cancer y contribuir
a establecer una mejor estrategia diagnostica.

Objetivo: buscar y analizar variantes genéticas de tipo SNPs en cinco
genes que codifican microRNAs y en tres sitios blancos de estos
relacionados con predisposicién al cancer de mama, de mujeres
mexicanas con o sin esta neoplasia.

Material y métodos: estudio retrospectivo y longitudinal en el que se
aisl6 ADN de tumores mamarios, tejido adyacente al tumor y sangre
periférica de mujeres mexicanas con o sin cancer. A partir del ADN se
amplificaron y secuenciaron cinco genes de microRNAs y tres sitios
blanco de estos en los que se han reportado variantes genéticas
asociadas con el cancer de mama en poblacién anglosajona.

Resultados: en las muestras estudiadas se identificaron siete
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Dos son variantes no
descritas que se encontraron sélo en mujeres con cancer.

Conclusién: las nuevas variantes identificadas pueden ser factores de
predisposicion genética para cancer de mama en nuestra poblacién.
Para conocer cudl es la participacion de estas variantes en el desarrollo,
establecimiento y progresién del cancer de mama se necesita
experimentar mas.

Palabras clave: cdncer de mama, microRNA, SNP, predisposicién
genética.

Genetic variants in miRNAs and its
association with breast cancer

ABSTRACT

Background: In Mexico, breast cancer represents the first cause of
cancer death in females. At the molecular level, non-coding RNAs and
especially microRNAs have played an important role in the origin and
development of this neoplasm.
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In the Anglo-Saxon population, diverse genetic variants in microRNA
genes and in their targets are associated with the development of this
disease. In the Mexican population it is not known if these or other
variants exist. Identification of these or new variants in our population
is fundamental in order to have a better understanding of cancer
development and to help establish a better diagnostic strategy.

Methods: DNA was isolated from mammary tumors, adjacent tissue
and peripheral blood of Mexican females with or without cancer. From
DNA, five microRNA genes and three of their targets were amplified and
sequenced. Genetic variants associated with breast cancer in an Anglo-
Saxon population have been previously identified in these sequences.

Results: In the samples studied we identified seven single nucleotide
polymorphisms (SNPs). Two had not been previously described and
were identified only in women with cancer.

Conclusion: The new variants may be genetic predisposition factors for
the development of breast cancer in our population. Further experiments
are needed to determine the involvement of these variants in the
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development, establishment and progression of breast cancer.

Key words: Breast cancer, microRNA, SNP, genetic predisposition.

ANTECEDENTES

El cancer es una enfermedad genética que se
caracteriza por su alta proliferacion celular, pér-
dida de diferenciacién en las células afectadas
(anaplasia), invasién al tejido adyacente y a dis-
tancia a otros érganos o tejidos (metastasis), que
genera nuevos focos tumorales que ocasionan la
muerte del paciente.!

La incidencia de las enfermedades oncoldgicas
se ha incrementado en todo el mundo de ma-
nera muy importante y el cancer de mama no
es la excepcion. Se reporta un millén de casos
nuevos por ano y, en México, a partir del 2006
es la principal causa de muerte en mujeres con
cancer.>?

En esta neoplasia el tumor mas frecuente es el
adenocarcinoma, que aparece en las células de
los conductos mamarios. Con base en el tamafio
del tumor, el nimero de ganglios afectados y

la metastasis, los tumores se clasifican en cua-
tro estadios (clasificacion TNM);? el estadio 4 es
el de peor pronéstico. Desde el punto de vista
molecular el cancer de mama es heterogéneo,
lo que complica su tratamiento; sin embargo,
gracias a estudios recientes de genémica fun-
cional han podido identificarse cuatro fenotipos
moleculares, lo que permite dirigir la estrategia
terapéutica y disminuir la alta mortalidad de este
padecimiento.*

La identificacion de gran nlimero de secuen-
cias de RNAs no codificantes (ncRNAs) en
células humanas esta transformando la visién
de la regulacién genética en el estado normal
y patolégico. Los microRNAs (miRNAs), un
tipo de estas secuencias, se asocian con los
extremos 3’ de sus mRNAs blancos que en la
mayoria de los casos ocasionan su inhibicién
traduccional. Los cambios en sus niveles de
expresion se asocian con diversas neoplasias,
incluida la mamaria.>”
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Hace poco se propuso que la coexistencia de
SNPs en genes de microRNAs en la maquinaria
de su procesamiento y en sitios blancos podria
implicar un riesgo de cancer, afectar la eficacia
del tratamiento y el pronéstico de los pacientes
con esta enfermedad.®

La identificacion de marcadores de susceptibili-
dad, como lo SNPs, permitira evaluar el riesgo de
cancer. La caracterizacién de las interacciones
entre los factores de susceptibilidad genética
que predisponen al cancer en un individuo y
los factores ambientales a los que esta sometido
(estilo de vida, nutricién, higiene, exposicion a
mutdgenos, etc.) favorecera la prevencién de
la enfermedad y disminucién de la mortalidad
asociada con el padecimiento.

En este trabajo se buscaron y analizaron varian-
tes genéticas de tipo SNPs en cinco genes que
codifican microRNAs y en tres sitios blanco de
microRNAs relacionados con predisposicion al
cancer de mama de mujeres mexicanas con o
sin esta neoplasia.

MATERIALY METODO

Estudio retrospectivo y longitudinal. Se obtuvo
sangre periférica de 30 mujeres mayores de
50 afos sin cancer mamario (grupo control) y
sangre periférica o tumor mamario, o ambos, de
30 mujeres en estadios 2 o 3, virgenes al trata-
miento y sin antecedentes familiares de cancer.
Uno de los criterios de inclusion fue que sus
padres y abuelos hubieran nacido en México
y que las muestras se obtuvieran de pacientes
atendidas en el Hospital de la Mujer (Secretaria
de Salud); todas las participantes autorizaron
el uso de sus muestras mediante una carta de
consentimiento informado.

A partir de la pastilla de linfocitos, aislada de
sangre periférica y de la lisis celular de los te-
jidos tumorales, obtenida mediante tratamiento
con proteinasa K, se obtuvo el ADN genémico

mediante el método de sales.” La calidad y
concentracion del ADN obtenido se determiné
mediante electroforesis en geles de agarosa® y
por espectrofotometria en un NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific).

Se amplificaron mediante PCR 5 microRNAs di-
ferentes (para el microRNA-196 se amplificaron
2 regiones, la del pre-microRNA-196a-2 y la del
microRNA maduro 196a) y 3 blancos de éstos. El
criterio para seleccionar estos microRNAs y sus
blancos fueron las variantes genéticas asociadas
con cancer de mama en poblacién anglosajona.
Las secuencias de microRNAs y sus blancos se
obtuvieron de las bases de datos miRBase'® y
Ensembl;'" en el Cuadro 1 se describen, junto
con los 9 pares de oligonuclétidos necesarios
para su amplificacion y disenados con el pro-
grama Primer3."

Se estableci6 un solo programa de amplifica-
cion y solo se modificé en las temperaturas de
alineamiento (tm) de cada amplicén. Las condi-
ciones fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C,
10 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a
95°C, 1 minuto, alineamiento entre 58-68°C y
extensién a 72°C, 10 minutos. Los productos de
amplificacién de cada muestra se separaron por
electroforesis en geles de agarosa” y se purificaron
con columnas (Wizard SV Gel and PCR clean-up
system, Promega Corporation, USA). Los produc-
tos purificados se ampliaron en ambos sentidos
con el sistema Big Dye (Applied Biosystems, USA)
y volvieron a purificarse con columnas Centri-Sep
(Applied Biosystems, USA) y secuenciaron en el
sistema de secuenciacion automatica AB3130;
se utiliz6 el paquete Sequencing Analysis v5.3
(Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas
se compararon con secuencias reportadas en al
menos dos bases de datos publicas (Ensembl' y
NCBI™). Las regiones en donde se identificaron
las variantes genéticas se secuenciaron de nuevo
en ambos sentidos. El efecto de las variantes en-
contradas en la estructura del microRNA o en sus
blancos se evalué mediante el programa mFold."
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Cuadro 1. Secuencia de los oligonucleétidos, regién que amplifican y tamafo del producto ampli-

ficado.
Secuencia Ubicacién/Tamaiio del producto amplificado (pb)

1 (F) 5" ATCACATTGCCAGGGATTTC 3’ Bucle (loop) del pre-microRNA- 27a /331 pb.
(R) 5" ACCCCTGTTCCTGCTGAACT 3’

2 (F) 5" AATGTCTCTGTGCCTATCTCCATCT 3’ MicroRNA-125a maduro / 132 pb.
(R) 5 AACCTCACCTGTGACCCTG 3’

3 (F) 5’ CCGATGTGTATCCTCAGCTTTG 3’ Tallo (stem) del pre-microRNA-146a /192 pb.
(R) 5 GCCTGAGACTCTGCCTTCTG 3’

4 (F) 5" ACCCAGCAACCCAAAGTCTA 3’ Tallo (stem) del pre-microRNA-196a-2 / 110 pb.
(R) 5 ATCTGGAGGAGAAGGGAAGG 3’

5 (F) 5" CCCCTTCCCTTCTCCTCCAGATA 3’ MicroRNA-196a maduro / 149 pb.
(R) 5" GGAAAACCGACTGATGTAACTCCG 3’

6 (F) 5" GATGTTTAACTCCTCTCCACGTGATC 3’ MicroRNA-M499 maduro / 146 pb.
(R) 5" CAAAGTCTTCACTTCACTTCCCTGCCA 3’

7 (F) 5" GTGGGCAGAGCAAAAGACAT 3’ Sitio 3'UTR del gen BMPR1B /168 pb.
(R) 5" CGGTTTCTCCGTCCTACAAA 3’

8 (F) 5" CCACAGTAGACAAAATAGCACTAATCCA 3’ Sitio 3’UTR del gen ESRT /93 pb.
(R) 5" TCCTTTTCAGGCATAATCTTTGCTACA 3’

9 (F) 5" GGCCTCACGACGGTGCTAC 3’ Sitio 3'UTR del gen SET8 /308 pb.
(R) 5 GTTCCCCAGGAGGATGCTTAC 3’

F= Oligonucleétido sentido, R= Oligonucleétido reverso, UTR= regién que no se traduce del extremo 3’, pb= pares de bases.

RESULTADOS

En las mujeres con cancer y en el grupo control
se amplificaron las 6 secuencias de microRNAs
y 3 blancos. En la Figura 1 se muestra un gel de
agarosa con los productos amplificados de una
paciente y una mujer sin cancer.

Una vez que todos los amplicones se purifica-
ron, secuenciaron y analizaron se identificaron
siete variantes de tipo SNP (Cuadro 2). Tres de
ellas en el pre-microRNA-27a (A>G rs895819,
T265A, T301A) (Figura 2). Las dos Ultimas no se
encontraron en el grupo control y no estan des-
critas en las bases pablicas Ensembl," NCBI,"
SNPdb.'

La primera nueva variante se encontré en una
paciente y la segunda en tres. Estas cuatro pa-
cientes también tenfan en comin la variante
A>G rs895819 del pre-microRNA-27a. El resto
de los SNPs identificados se encontraron en di-
ferentes frecuencias en las pacientes y el grupo
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Figura 1. Amplicones de las nueves regiones estu-
diadas. Gel de agarosa al 1% con los amplicones de
las nueve regiones estudiadas de una paciente (A) y
una mujer sin cancer de mama (B). En los carriles
izquierdos de A y B se muestra el marcador de peso
molecular.

control, y ya estaban descritas en poblacién
anglosajona. Es interesante comentar que los
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Cuadro 2. Variantes genéticas y tipo de polimor-
fismos de un solo nucleétido (SNPs) identificadas.

MicroRNA / UTR ID Fuente Notas
microRNA-27a rs895819 a, b *
microRNA-27a No descrito b, ¢ **
microRNA-27a No descrito b, c G
microRNA-146a rs2910164 a b &
microRNA-196a-2 rs2833807 a, b &
3" UTR gen SET8  rs16917496 a, b *
3" UTR gen SET8 1528642812 a, b *

a= dbSNP,"® b= Ensembl,"" c= NCBI."* *=Variantes ya repor-
tadas, **= Nuevas variantes.

SNPs del pre-microRNA146a y del pre-microR-
NA196a-2 se encontraron en altos porcentajes de
homocigosis en nuestras pacientes, 71y 100%,
respectivamente.

El analisis con el programa mFold™ de las
nuevas variantes genéticas encontradas en el
pre-microRNA-27a permitié predecir su estruc-
tura secundaria. En la Figura 3 se describen las
estructuras secundarias del pre-microRNA-27a.
Como puede observarse, la variacién rs895819
cambia la estructura de la molécula en el bucle
(loop), lo que podria afectar la biogénesis del mi-
croRNA. Es interesante notar que las dos nuevas
variantes encontradas no afectan la estructura
secundaria de la molécula.

DISCUSION

Las variantes genéticas, como los SNPs, tienen
influencia en el procesamiento de los microRNAs
y afectan la unién a su blanco. En diversos traba-
jos se demostré que estas variantes en la region
correspondiente al pre-microRNA como a la del
microRNA maduro, afectan su biogénesis, por
lo que su papel en la susceptibilidad al cancer
es muy importante.'®'® En este trabajo identifi-
camos siete polimorfismos de tipo SNP, cinco
ya reportados y dos no descritos. Estos Gltimos
se encontraron en el pre-microRNA-27a, sélo
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Figura 2. Electroferogramas del pre-microRNA 27a.
Electroferogramas de las secuencias para el SNP
A>G rs895819 (A), SNPT265A (B) y SNPT301A (C).
Las flechas en cada electroferograma indican el SNP
identificado.

en mujeres con cancer de mama y que también
compartian el SNP ya reportado, rs§95819 que
afecta la biogénesis del microRNA.'® El efecto de
las dos nuevas variantes en la estructura secun-
daria del microRNA-27a, definido mediante el
programa mFold,™* permiti6 concluir que ambas
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Figura 3. Estructura secundaria del pre-microRNA
27a. Estructuras secundarias del pre-microRNA 27a
con las variantes A>G rs895819, A265T y T301A.
En A se describe la estructura con las variantes y en
B sin éstas. La flecha indica la alteracion en el bucle
(loop). En las partes inferiores de A y B se muestra un
acercamiento del bucle.

variantes no afectan su estructura; sin embargo,
no pueden descartarse otros tipos de cambio. Se
ha reportado que las variaciones en la secuen-
cia de un pre-microRNA pueden traducirse en
alteraciones estructurales subsecuentes, incluso
alteraciones funcionales.’ Por lo anterior es
necesario realizar diversos estudios, como la
cuantificacién de los niveles del microRNA
maduro en mujeres mexicanas, identificacion
de sus blancos y ensayos funcionales con genes
reporteros para averiguar el efecto de estas nue-
vas variantes en este microRNA.

Por lo que se refiere a las otras variantes en-
contradas en los pre-microRNAs 196a-2 y 146a
y de acuerdo con Shen y sus colaboradores'
éstas afectan el tallo (stem) de sus microRNAs
respectivos, lo que ocasiona desde el punto de
vista funcional una elevada expresion del mi-
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croRNA maduro. En poblacién anglosajona esta
sobreexpresion se ha asociado con la aparicion
temprana de la neoplasia mamaria, quiza por
afectar a los genes BRACT y BRCA2, dos de sus
posibles blancos. De los dos SNPs identificados
enel UTR del gen SET8 s6lo el rs16917496 afec-
ta la traduccion del mRNA de SET8 y se asocia
con la aparicion temprana del cancer mamario
en poblacién china.?®

CONCLUSION

Al igual que en poblacién anglosajona, en
nuestro grupo de estudio identificamos variantes
genéticas previamente asociadas con la suscep-
tibilidad al cancer de mama. El papel de estas
variantes en nuestra poblacién necesita estudiar-
se en una muestra mds numerosa, representativa
de los diferentes grupos de mexicanos. Por lo
que hace a las dos nuevas variantes identificadas
se requieren mds estudios para conocer cual es
su participacion en el inicio, establecimiento y
evolucién del cancer de mama.
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