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Resumen

Los microRNAs (miRNAS) son pequefios ARNs, de 19-24nt de largo, que tienen la
funcion de regular la expresion génica, induciendo la degradacion de ARNmM
especificos o inhibiendo su traduccion, uniéndose por complementariedad a la region
3 "UTR de los ARNm blanco. Disminuyendo la expresion de sus blancos, los miRNAs
controlan multiples procesos biolégicos como, la proliferacion celular, la apoptosis y la
diferenciacion celular. La desregulacion de la expresion de miRNAs se ha asociado a
distintas patologias como el desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo el
cancer. Los miRNAs en la carcinogénesis pueden actuar como genes supresores de
tumores, si tienen como blanco oncogenes o como oncomiRNAS, si su blanco es un
gen supresor de tumores. La proteina Merlin codificada por el gen NF2, tiene
funciones supresoras de tumores, por lo que la inactivacion o la deficiencia de dicho
gen promueven la transformacion maligna y la progresion tumoral. Se ha observado
que modificaciones postraduccionales de la proteina, como la fosforilacion, inhiben su
funcion o pueden conducir a su degradacién. Evidencias experimentales de nuestro
laboratorio muestran que la expresién de Merlin también es regulada a nivel pos-
transcripcional, mediante ellos mir-7 y mir-146a, que contribuyen a mantener bajos los
niveles de la proteina, promoviendo la proliferacién, la migracion celular y la formacion
de tumores. También se ha reportado que la expresion de miR-146a es regulada
positivamente por sefales inflamatorias como LPS, IL1- o TNFa, por lo que
proponemos que los miRNAs que regulan negativamente a Merlin, podrian ser parte
de los mecanismos moleculares mediante los cuales la inflamacion favorece el
proceso de progresion tumoral. Nuestros resultados muestran que TNFa promueve el
aumento de mir-146a en las células A549, lo que conlleva a la disminucién de los
niveles del supresor de tumores Merlin, potenciando la capacidad migratoria de estas
células. También observamos que el aumento de mir-146 inducida por TNFa
incrementa la formacion de metastasis de las células A549 en ratones
inmunodeficientes. También; ademas encontramos que en las muestras de
adenocarcinoma de pulmon invasor/ metastasico existe una fuerte correlacién entre
los altos niveles de mir-146 con los bajos niveles de proteina Merlin, lo cual indica que

estos dos blancos podrian ser utilizados como biomarcadores de progresion tumoral.
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Resumen Gréfico: Las citocinas proinflamatorias promueven la progresion tumoral induciendo el aumento de miRNAs
gue tienen como blanco a Merlin promoviendo la progresién tumoral en adenocarcinoma de pulmén. La sefializacién de
citocinas proinflamatorias en células de adenocarcinoma pulmonar A549, a través de diferentes factores de transcripcion, podria
promover el incremento de la expresion de miR-146a, miR-7a, miR-32, miR-25 y miR-330, los cuales tienen como blanco el
ARNM-NF2, esto inhibe la traduccién del ARNm-NF2 provocando que disminuyan los niveles de proteina del supresor de
tumores Merlin. La disminucién de los niveles de Merlin en las células de adenocarcinoma promueve la migracion y la invasion
de estas células tumorales y con ello se potencia la progresién tumoral.



Summary / Abstract

The miRNAs (miRNAs) are small RNAs, 19-24nt long, which have the function of
regulating gene expression, inducing the degradation of specific mMRNAs or inhibiting
their translation, joining by complementarity to the 3'UTR region of the white mRNAs.
By decreasing the expression of their targets, miRNAs control multiple biological
processes such as cell proliferation, apoptosis and cell differentiation. The deregulation
of the expression of miRNAs has been associated with different pathologies such as
the development of various diseases, including cancer. The miRNASs in carcinogenesis
can act as tumor suppressor genes, whether they target oncogenes or oncomiRNAS,
if their target is a tumor suppressor gene. The Merlin protein encoded by the NF2 gene
has tumor suppressor functions, so inactivation or deficiency of this gene promotes
malignant transformation and tumor progression. It has been observed that post-
translational modifications of the protein, such as phosphorylation, inhibit its function
or can lead to its degradation. Experimental evidences from our laboratory show that
Merlin expression is also regulated at the post-transcriptional level, by means of mir-7
and mir-146a that contribute to maintain low levels of the protein, promoting
proliferation, cell migration and formation of tumor. It has also been reported that the
expression of miR-146a is regulated positively by inflammatory signals such as LPS,
IL1-B or TNFa. We propose that the miRNAs that negatively regulate Merlin could be
part of the molecular mechanisms by which the Inflammation favors the process of
tumor progression. Our results show that TNFa promotes the overexpression of mir-
146a in A549 cells, which leads to a decrease in the levels of the suppressor of merlin
tumors, enhancing the migratory capacity of these cells. We also observed that the
overexpression of mir-146 induced by TNFa increases the formation of metastasis of
A549 cells in immunodeficient mice. We also found that in patients with invasive /
metastatic lung adenocarcinomas there is a strong correlation between the
overexpression of mir-146 and the decrease in the levels of merlin protein, which

indicates that these two targets could be used as biomarkers of tumor progression.



Introduccion

El cancer fue la primera o la segunda causa de muerte en personas menores de 70
afios en 91 de 172 paises, en el 2015. Se estima que en el 2018 se diagnosticaron
18.1 millones de nuevos casos en todos el mundo y se registraron 9.1 millones de
defunciones debido al cancer. Tanto la incidencia del cancer como la mortalidad han
aumentado en los ultimos 5 afios. Aunque el cancer afecta a toda la humanidad, existe
una marcada variabilidad cuando se analiza a nivel local, regional, nacional e
internacional; siendo los paises de mayores recursos en los que se observa una mayor

incidencia y prevalencia de esta enfermedad.

En México, en el 2017 el cancer fue la tercera causa de muerte con un total de 904
581 defunciones, y se espera que para el 2020 esta cifra aumente hasta 1 262 861
defunciones (Mohar-Betancourt et al. 2017), por lo que se convierte en un tema de
particular relevancia en el pais. En México la mortalidad por céancer, constituye la
tercera causa de muerte en el pais, con una tasa de 61 muertes por cada 100 000
habitantes, registrada en el 2018(WHO 2018).

Dentro de los tumores de mayor incidencia a nivel mundial se encuentran: el cancer

de pulmén (2.09 millones de casos, el 11,6% del total), el cancer de mama (2.08
millones de casos, 11,6%) y el cancer de préstata (1.2 millones de casos, 7.1%).EI
cancer de pulmon alcanza la mayor mortalidad (1,7 millones de defunciones, el 18.4%
del total), seguido por el cancer de colon y recto (0,8 millones, 9,2%) y el cancer de
estomago (0,7 millones, 8,2%)(Bray et al. 2018).

Cancer de pulmén

El cancer de pulmon se encuentra entre los 5 primeros de mayor incidencia y coincide
con una alta mortalidad, es por ello que entender la biologia del cancer, resulta un
paso fundamental para el desarrollo y disefio de estrategias terapéuticas y preventivas

contra esta enfermedad.

La causa mas comun de cancer de pulmon es el tabaquismo (Hackshaw et al, 1997)
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ya que el 95% de los pacientes que desarrollan esta enfermedad son fumadores y ex-
fumadores. Este padecimiento, asi como ocurre para otros tipos de cancer, también
se ha asociado con la combinacion de factores genéticos con otros factores de riesgo,
como la exposicion a la contaminacion atmosférica, asbestos, al humo del cigarro y al
estilo de vida (Hackshaw et al, 1997; Gorlova et al, 2007; Kabir Z, Bennett K
2007;0’Reilly et al, 2007).

El cancer de pulmédn clasifica en dos grupos histologicos principales: carcinoma de
pulmén de células pequefias (SCLC, 15% de todos los canceres de pulmoén) y
carcinoma de pulmén de células no pequefas (NSCLC, 85% de todos los canceres
de pulmén). Los NSCLC generalmente se subcategorizan en adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas y carcinoma de células grandes. Mas del 70% de
los pacientes con NSCLC presentan enfermedad avanzada, y la tasa de supervivencia
general a 5 afios para el NSCLC es solo del 16%. El cancer de pulmon representa un
grupo de enfermedades heterogéneas histolégicamente y molecularmente, incluso
dentro del mismo subtipo histologico (Inamura 2017).

Para el cancer de pulmoén en estadio temprano o localmente avanzado, la cirugia es
el tratamiento mas efectivo, y la quimioterapia combinada es el enfoque adyuvante
estandar. Para el tratamiento de cancer de pulmon la clasificacion histopatologica del
en adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas ha sido de uso obligatorio;
debido a las alteraciones genéticas distintivas y bien identificadas que hacen muy
diferentes a estos dos tipos de tumores. También el uso de medicamentos para
adenocarcinoma son inapropiados para pacientes diagnosticados con carcinoma,
debido a los efectos secundarios que ha tenido en estos. Antes de la clasificacion de
la OMS de 2015, el adenocarcinoma se definia como carcinoma con una estructura
acinar / tubular o produccién de mucina, mientras que carcinoma de células
escamosas se definia por la queratinizacion o puentes intercelulares que se
observaba en la inmunohistoquimica (Bishop et al. 2012). En la actualidad
adicionalmente, se requieren el uso de técnicas moleculares para corroborar el
diagnéstico histopatolégico de este tipo de tumores, por lo que la clasificacion de la
OMS se actualiz6 en funcién de los perfiles moleculares recientemente identificados y

las alteraciones genéticas dirigidas en el cancer de pulmon (Travis et al. 2015).



Adenocarcinoma de pulmoén

La clasificacion de la OMS de 2015 divide los adenocarcinomas en adenocarcinoma
in situ (AIS, lesion preinvasiva), adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA) o
adenocarcinoma invasivo (manifiesto) segun el grado de invasividad. La tasa de
supervivencia libre de enfermedad de AIS y MIA cuando se reseca por completo es
del 100% (Noguchi 1995).Ademas, aproximadamente el 75% de los adenocarcinomas
de pulmén examinaron alteraciones genéticas albergadas que promueven la via de
sefializacion RTK / RAS / RAF. De todos los casos, el 62% mostro alteraciones
genéticas impulsoras que promueven la via RTK / RAS / RAF(Collisson 2014).

La mutacion EGFR es una de las mutaciones mas comunes en el adenocarcinoma de
pulmédn, y este tipo de mutacion se caracteriza en la etnia del este asiético, el género
femenino y con antecedentes de no fumar (Shigematsu et al. 2005). Patol6gicamente,
los adenocarcinomas de pulmén mutantes en EGFR muestran tipicamente
inmunotincion nuclear TTF-1 (NKX2-1) y un tipo de célula de ufa. Los
adenocarcinomas con un patrén micropapilar tienen una mayor frecuencia de
mutaciones EGFR que los adenocarcinomas sin este patrén (Inamura et al. 2010;
Ninomiya et al. 2009).

Los genes de fusion fueron identificados recientemente como conductores
oncogénicos. En adenocarcinoma de pulmén, se han reportado genes reorganizados,
incluidos ALK, ROS1, RET, NTRK1 y NRGL1. El adenocarcinoma reordenado con ALK
comprende del 4 al 5% de los adenocarcinomas (Takeuchi et al. 2012).En el
adenocarcinoma de pulmén, se ha demostrado que las fusiones de ALK, RET y ROS1
son alteraciones genéticas dirigibles (Kohno et al. 2012; Takeuchi et al. 2012). En IMA,
las nuevas fusiones de NTRK1, NRG1, ERBB4, BRAF y RET se identificaron como
alteraciones genéticas dirigibles (Nakaoku et al. 2014; Shim et al. 2015). El perfil
molecular integral en el adenocarcinoma de pulmaon por la red de investigacion TCGA
ha demostrado que el 75% de los adenocarcinomas de pulmon tienen alteraciones
genéticas que promueven la via RTK / RAS / RAF; Estas alteraciones genéticas
incluyeron mutaciones recientemente identificadas de NF1 y RIT1, ambas

potencialmente dirigibles (Collisson 2014).



Carcinogénesis

La carcinogénesis define el proceso a partir del cual se genera el cancer y resume
todos los eventos de transformacion que ocurren en una célula normal, que conllevan
a que se convierta en una célula cancerosa. La transformacion maligna desregula el
proceso de division celular, provocando que la célula transformada prolifere mas
rapido que las otras del tejido, rompiendo asi, con la homeostasia de mantenimiento
y crecimiento del mismo, por lo que da lugar a la formacién de una masa tumoral
(Nowell, 1976).

La transformacion maligna se inicia por dafios acumulativos en el ADN de la célula'y
por cambios epigenéticos (Vogelstein and Kinzler 2002). Aunque puede existir cierta
predisposicidon genética en los individuos, se ha visto que la mayoria de los eventos
genéticos en cancer, no son hereditarios (Hemminki 2002), sino que resultan de la
combinacion de factores de genéticos con multiples factores ambientales como: la
radiacion ultravioleta (fisicos), exposicion a agentes intercalantes (quimicos) o la
infeccion con virus oncogénicos (biologicos)( IARC, 2006). Especificamente los genes
con mutaciones que son relevantes durante el proceso de carcinogénesis son: los
genes supresores de tumores y los proto-oncogenes (Futreal et al, 2004). La mayoria
de los proto-oncogenes estan relacionados con la transduccion de sefiales de
regulacion positiva de la proliferacion celular, por tanto una mutacion activadora en
uno de los alelos es suficiente para inducir la transformacion. En cambio los genes
supresores de tumores codifican proteinas que funcionan como reguladores negativos
de la divisién celular y la apoptosis. Luego cuando hay pérdida de funcién de alguna
de estas moléculas se promueve la transformacién maligna. Las mutaciones en el
ADN resultan en cambios en la expresidén génica y conlleva a una reprogramacion de
la célula transformada, mediante la cual adquiere nuevas capacidades que le permiten

dar origen a un tumor.

Las células transformadas se caracterizan por presentar sobreactivadas vias de
sefalizacion de factores de crecimiento, o de los receptores para estos, que
promueven la proliferacion celular descontrolada, la capacidad de evadir sefales

supresoras del crecimiento y resistencia a la induccion de muerte por apoptosis. Las
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células transformadas tienen desregulados procesos celulares esenciales como el
metabolismo de glucosa y otros nutrientes, con lo cual mantienen una proliferacion
exacerbada. También presentan inestabilidad genémica, la cual ademas promueve la
aparicion de més mutaciones y la ganancia de inmortalidad replicativa. Ademas
adquieren la capacidad de inducir angiogénesis, de evadir la respuesta antitumoral del
sistema inmune, asi como, de invasion de tejidos y el establecimiento de metéastasis,
lo cual contribuye con la formacién y la progresion de los tumores. Se ha visto que la
inflamacion generada por el infiltrado de células del sistema inmune en los tumores,
asi como la promovida por el tumor, favorece la inestabilidad y la evolucion genética
de las células tumorales a estados malignos e invasivos (Hanahan and Weinberg
2011).

Asi mismo, la carcinogénesis pulmonar es un proceso de varios pasos, que resulta de
la activacion de oncogenes y la inactivaciéon de genes supresores de tumores. Los
mecanismos moleculares que subyacen al desarrollo de NSCLC todavia no se
conocen bien. Por lo tanto, una mejor comprension de estos mecanismos sera Util
para desarrollar nuevos blancos terapéuticos y estrategias para el tratamiento del
NSCLC (Custodio et al. 2012).

Metastasis

La metastasis es una fase progresiva del cancer donde las células que forman parte
de un tumor primario adquieren la capacidad de migrar e invadir otros tejidos. La
metastasis constituye el 90% de las causas de muerte asociadas con el cancer
(Chaffer and Weinberg 2011), a pesar de su relevancia clinica, todavia sabemos muy
poco acerca de los mecanismos genéticos y moleculares que confieren capacidad
metastasica a las células tumorales. La metastasis implica una serie de pasos
secuenciales, como la invasion de tejido adyacente, la migracion a través del sistema
circulatorio, la detencién en un sitio lejano, la extravasacion y la colonizacion de un
nuevo tejido (Chaffer and Weinberg 2011; Guan 2015; Turajlic and Swanton 2016).
Aunque la respuesta inflamatoria regulada puede tener actividad antitumoral y ser
importante en la supresion del crecimiento tumoral (Butterfield 2015; Ghirelli and
Hagemann 2013), la inflamacion cronica es un factor determinante en la progresion
neoplasica, incluidas las metastasis (Landskron et al. 2014; Mantovani et al. 2008;

Quail and Joyce 2013).
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Inflamacion asociada al cancer y la metastasis

En biopsias de tumores se han observado infiltrados de células del sistema inmune
innato y adaptativo, lo que genera un ambiente proinflamatorio (Page’ s et al, 2010).
Sin embargo, se ha visto que la inflamacion asociada al cancer no tiene actividad
antitumoral, debido a que el tumor evade la destruccion mediada por las células
infiltradas, y que por el contrario los mediadores pro-inflamatorios que estas liberan
en el microambiente tumoral, promueven la tumorigénesis y la progresion tumoral
(Colotta et al, 2009; DeNardo et al, 2010; Grivennikov et al, 2010). La inflamacion en
el entorno del tumor mantiene y potencia las caracteristicas del cancer, contribuyendo

a la transformacion maligna.

En el estudio de la inflamaciéon que promueve el cancer, se ha visto que el
microambiente inflamatorio puede ser generado por dos vias: por la actividad de
células del sistema inmune en el microambiente tumoral (via extrinseca) y también por
el hecho de que las alteraciones genéticas en la célula tumoral, conduzcan a la
activacion de vias proinflamatorias (via intrinseca). La activacion de vias
proinflamatorias conllevan a la expresiéon y produccion de citocinas proinflamatorias
que a través de mecanismos autocrinos y paracrinos promueven el desarrollo de la

neoplasia (Mantovani et al. 2008).

La inflamacion cronica favorecida por una via extrinseca al tumor, se origina por una
respuesta inflamatoria sostenida por las células del sistema inmune, las que liberan
especies reactivas de oxigeno gque son mutageénicas, lo cual favorece la inestabilidad
genética de los tumores (Colotta et al, 2009). Los radicales libres pueden causar
aumento de la expresibn de metiltransferasas de ADN, conduciendo a una
hipermetilacion global del genoma. Esta hipermetilacion provoca el silenciamiento de
genes con funciones de reparacion del ADN, como hMLH1, asi como genes
supresores de tumores: APC, CDKN2, BRCA1, Rb y MDM2, lo cual contribuye a la
carcinogenesis (Das and Singal 2004; Fleisher et al, 2000). También se ha visto que
durante la respuesta inflamatoria contra la colonizacion de H. pylori en la mucosa
gastrica se promueve la metilacion genes supresores de tumores y esta

hipermetilacion se asocia con mayor riesgo del desarrollo de cancer gastrico (Dong et
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al, 2009; Kaise et al, 2008).

Durante la inflamacién crénica también se liberan factores de crecimiento que
incrementan las sefiales de proliferacion sostenida que estan activadas, asi como
factores de sobrevida que evitan la activacion de sefales de muerte en las células
tumorales. También se secretan factores pro-angiogénicos y enzimas que modifican
la matriz extracelular, promoviéndose asi la formacion de nuevos vasos sanguineos,
la invasion a otros tejidos y la formacion metéastasis (Grivennikov et al, 2010; Qian and
Pollard 2010).

La inflamacion crénica asociada al cancer originada por la via intrinseca, ocurre
cuando en las células trasformadas se activan oncogenes y se inactivan genes
supresores de tumores. Esto conduce a la activacion de un programa transcripcional
similar al que ocurre durante la inflamacién. Por ejemplo, la expresion de la proteina
tirosina cinasa RET en el carcinoma papilar de tiroides, se ha observado es un evento
temprano, necesario y suficiente para el desarrollo de cancer. La activacion de RET
estd asociada con la expresion factores de sobrevida para leucocitos, citoquinas
proinflamatorias, quimiocinas, enzimas que degradan la matriz extracelular y
moléculas de adhesion para linfocitos (Borrello et al, 2005). La expresion de estas
moléculas por las células tumorales le confieren al tumor la capacidad de generar un
ambiente proinflamatorio que recluta células del sistema inmune que van a promover
mas inflamacion y con ello la progresion tumoral. También se ha visto que la activaciéon
de oncogenes como RAS y MYC induce la produccién de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias que promueven la progresion tumoral (Sparmann and Bar-Sagi 2004;
Shchors et al,2006; Guerra et al,2007; Soucek et al, 2007). Por otra parte, proteinas
supresoras de tumores como von Hippel-Lindau (VHL), el TGF- y PTEN también
puede inhibir la produccion de mediadores de la inflamacién, se encuentran
disminuidas (Staller et al, 2003;Phillips et al,2005;Kobielak and Fuchs 2006).

La produccion sostenida de citocinas inflamatorias tales como IL-1B3, IL-6 y TNFa, ya
sea por las células inmunes o por las células tumorales, favorece la malignidad y la
capacidad metastasica (Apte et al. 2006; Ham, Fernandez, D’Costa, et al. 2016;

Kumari et al. 2016). Particularmente, el TNFa promueve la proliferacion, la migracion,
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la invasion, la transicion epitelio-mesenquimal y la angiogénesis de diferentes células
cancerosas (Bigatto et al. 2015; Hong et al. 2016; Jing et al. 2011; X.-H. Wang et al.
2015; Y. Wu and Zhou 2010; Yu et al. 2014). La sefalizacién sostenida de TNFa
conduce a la pérdida de las funciones de los genes supresores tumorales tales como
p53, PTEN y TGFB en células tumorales o inmunitarias (Balkwill 2006; Pallai et al.
2016; L. Yang and Karin 2014) promoviendo la liberacion de factores de crecimiento,
quimiocinas y citoquinas proinflamatorias, aumento del microambiente tumoral
proinflamatorio (Sheng, Li, and Qin 2018). Por lo tanto, TNFa desempefia un papel
importante papel en la progresion tumoral y la metastasis (Drane et al. 2002; Ham,
Fernandez, D’Costa, et al. 2016; S. Kim et al. 2004).

Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores, son genes cuya inactivacion o alteracion de su
expresion génica promueve el crecimiento de células malignas (Martincorena and
Campbell 2015). Estos genes también conocidos como guardianes del genoma,
regulan los procesos involucrados en la reparacion del ADN, inhiben el proceso de
divisiéon celular, promueven la apoptosis e inhiben la metastasis. Por lo que la pérdida
de la funcién de los genes supresores de tumores en la célula conlleva al desarrollo y
a la progresion del cancer (W. Sun and Yang 2010). La inactivacion o pérdida de
funcion de los genes supresores de tumores esta dada por mutaciones sin sentido en
la secuencia génica, deleciones o inserciones de nucleétidos o al silenciamiento
epigenético. Se ha visto que para favorecer el desarrollo tumoral deben existir
mutaciones en ambas copias del gen supresor de tumores (Vogelstein y Kinzler, 2004;
Suny Yang, 2010).

Los principales genes supresores de tumores y sus productos proteicos han sido
clasificados ampliamente en 5 grupos: i) genes que codifican proteinas intracelulares
que regulan la progresion del ciclo celular, como por ejemplo: la proteina Rb, p53,
APC( adenomatosus polyposis coli protein), pl5, pl6, pl8, pl9, p21, p27y Nf2
(McClatchey and Giovannini 2005; W. Sun and Yang 2010) ii) genes que codifican
para receptores o transductores de sefales para hormonas o desarrollan sefales que
inhiben la proliferacion celular: TGF-B, APC y Nf2 (McClatchey and Giovannini 2005;
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Smith, Robin, and Ford 2012); iii) genes que codifican proteinas que controlan el
arresto del ciclo celular en respuesta a dafio del ADN: BRCA, p16 y p14 (Savage and
Harkin 2015); iv) genes que codifican proteinas que inducen apoptosis: p53, Fas, Binl,
PTEN y BCL-2(Nayak, Panesar, and Kumar 2009; W. Sun and Yang 2010); v) genes
que codifican proteinas que reparan errores en la secuencia del ADN: p53, MSH2,
MLH1, ATM y BRCA (Rahman and Scott 2007; W. Sun and Yang 2010). Los genes
supresores de tumores juegan un rol muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis celular, controlando diferentes procesos, por lo que la inactivacion

funcional de estos genes y sus productos por contribuye a la tumorigénesis.

Merlin: producto del gen de la Neurofibromatosis tipo 2(NF2)

El gen de la neurofibromatosis tipo 2 (NF2), esta ubicado en el cromosoma 22q12.2
con una extension de 95kb. El transcrito primario de este gen es procesado por la
maquinaria de splicing generando 10 isoformas proteicas, de las cualesla 1y la 2 son

las mas representativas por lo que han sido mas estudiadas.
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Figura 1: Estructura de Merlin y los miembros de la familia ERM. A. El gen Nf2 se conforma por 17 exones. Las dos isoformas que mas se
expresan se conforman por los exones 1-15y 17 (isoforma I, 595 aa) y los exones 1- 15y 16 (isoforma Il, 590 aa). B. Merlin junto con los miembros
de la familia ERM comparte una estructura similar. Debido a que todos ellos forman parte de la superfamilia de proteinas de la banda 4.1, todos
presentan una estructura conformada por un dominio N-terminal, un dominio de asociacién a membrana tri-globular denominado FERM, una region
a-hélice y un dominio COOH-terminal con un motivo de unién a espectrina / F-actina (verde). Merlin se encuentra dentro de esta familia debido a
la gran homologia que presenta su dominio FERM con el de los deméas miembros de la familia ERM. La estructura de Merlin presenta un dominio
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no convencional de unién a actina en su dominio N-terminal y una regién rica en prolinas llamada “Blue box (Modificado de (W. Li et al. 2012;
Stamenkovic and Yu 2010)

Como se observa en la figuralA ambas isoformas son codificadas por 16 exones, pero
la isoforma 1 es codificada por los exones 1-15y el 17, dando lugar a una proteina de
595 aminoécidos, relacionada con las funciones de gen supresor de tumores (Hovens
and Kaye 2001). Mientras que la isoforma 2 se origina de los exones 1-16, que
codifican para una proteina de 590 aminoacidos que regula el desarrollo y el
mantenimiento axonal, por lo que su deficiencia esta relacionada con el desarrollo de

polineuropatias (Schulz et al, 2013).

La proteina codificada por el gen NF2 fue nombrada Merlin o Schwannomina (del
inglés, moesin-exrin-radaxin like protein) y pertenece a la familia de las proteinas 4.1,
gue se caracterizan por unir elementos del citoesqueleto (Rouleau et al, 1993;
Trofatter et al, 1993; Bretscher et al, 2000). La proteina Merlin presenta un dominio
trilobulado FERM (siglas del inglés For 4.1 protein-Ezrin-Radixin-Moesin) (residuos 1-
302), conservado en el extremo N-terminal de la familia de proteinas 4.1, una region
a- helicoidal central (residuos 303-478) y un dominio C-terminal Unico (residuos 479-
595) (Fig.1B) (Shimizu et al, 2002).

NF2/Merlin: gen supresor de tumores

El gen NF2 codifica para el supresor de tumores Merlin, que a través de la regulaciéon
de la via del hipo inhibe la transicidon epitelio-mesénquima y la proliferacion celular
mediante el mecanismo conocido como inhibicidon por contacto de la proliferacion
(Morrison et al. 2001; Xie et al. 2015). Merlin detiene el ciclo celular en la fase G1
(Ikeda et al. 1999) y promueve la muerte celular (H. Kim et al. 2004). Por lo tanto, las
mutaciones o la pérdida de los alelos en el gen NF2 se han asociado al desarrollo de
la neurofibromatosis tipo 2, que se caracteriza por el desarrollo de tumores del sistema
nervioso central como: schwannomas, meningiomas, ependimomas y gliomas (Plotkin
et al. 2011; Stemmer-Rachamimov et al. 1997; Ueki et al. 1999). Sin embargo, la
disminucién de los niveles de Merlin también se ha asociado con el desarrollo de
mesoteliomas, osteosarcomas, hepatocarcinoma, cancer de pancreas, colon y cancer
de mama (Couderc et al. 2016; Z.-L. Luo et al. 2015; Morrison et al. 2001; Quan et al.
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2015; Y Sekido et al. 1995). Curiosamente, la ausencia de Merlin también resulta en

la induccién de un ambiente inflamatorio (Shi et al. 2016).

Merlin actia como supresor tumoral inhibiendo el crecimiento celular dependiente de
contacto, ya que se observé que el aumento de Merlin en las células transformadas
deficientes para esta proteina, inhibe la sefializacion de Ras y Rac recuperando la
inhibicién del crecimiento por contacto (Morrison et al, 2007). Otras evidencias
experimentales demuestran que el aumento de Merlin en células deficientes de esta
proteina, inhibe la proliferacién celular mediante el arresto del ciclo celular en fase G1.
La presencia de Merlin disminuye la expresion de ciclina D, inhibe la actividad de
CDK4 y promueve la desfosforilacién de pRB (Xiao et al, 2005). El aumento de Merlin
también puede promover la apoptosis, ya que incrementa la estabilidad y funcion del
supresor de tumores p53 induciendo la degradacion de su regulador negativo Mdm?2.
(Kim et al, 2004). Por otro lado la inactivacion o la deficiencia de Merlin también se ha
visto asociada con la transformacién maligna y la progresiéon tumoral (Jin et al, 2006;
Morrow et al, 2011; Sekido et al, 2011).

Inactivacion de Merlin en el cancer

También se ha observado que de manera normal, Merlin sufre modificaciones
postraduccionales que inhiben su funcién. Por ejemplo, la fosforilacion de la serina
518, mediada por las cinasas PAK y PKA, inhiben la interaccion intramolecular de
Merlin y su funcion como supresor de tumores (Alfthan et al, 2004; Thaxton et al,2008).
En cambio la fosforilacion de las serina 10 y 315 por la cinasa AKT, asi como en la
treonina 230 conduce a la degradacién de Merlin (Morrow et al,2011; Laulajainen et
al, 2008; Tang, et al, 2007). Mientras que la proteina fosfatasa MYPT-1-PPT10 lo
activa por desfosforilacion, permitiendo que Merlin adopte su forma cerrada activa (Jin
et al,2006; Sher et al, 2012). Estos eventos que promueven el paso de una
conformacion cerrada y activa a una conformacion abierta e inactiva, ocurren de
manera normal cuando en algun tejido especifico se requiere promover la proliferacion
celular para restablecer el niumero celular. Por el contrario la desfosforilacion
promovera que adquiera su estado cerrado y activo lo que resulta en el arresto de la
progresion del ciclo celular (Fig.2). Para sus funciones como supresor de tumores,

16



Merlin requiere la union del dominio N-terminal al C-terminal involucra a los residuos
302-308 y esta interaccion intramolecular requiere que el dominio N-terminal tenga un

plegamiento adecuado (Gutmann et al, 1999; Sherman et al, Gutmann 1997).

A FERM

[ A B C l a-HELIX C-ERMAD

NH’.‘—'Tf Bp-E —COOH

OPEN (INACTIVE) CONFORMATION Ser518

CLOSED (ACTIVE) CONFORMATION
Figura 2: Esquema de la estructura de Merlin y las dos conformaciones que puede adoptar (abierta o cerrada). El dominio
FERM consiste de tres subunidades (A, B y C), seguido de una regién alfa-hélice y un dominio COOH- terminal que contiene una
Serina518 (flecha) A). La conformacion abierta o inactiva de Merlin se da cuando no hay interaccién entre el dominio COOH y el
dominio N de Merlin. Esta conformacion se da cuando la Serina518 se encuentra fosforilada. B. Cuando la Serina518 es

desfosforilada se da una interaccion “Head to tail” entre el dominio COOH con la regidon que se encuentra entre las subunidades
Ay B dando como resultado la conformacién cerrada o activa de Merlin (Peéina-Slaus 2013a)

Las mutaciones del gen NF2 y las modificaciones postraduccionales de la proteina
como la fosforilacion y la degradacion de Merlin previenen las funciones de este
supresor tumoral, lo cual favorece la carcinogénesis. Pero la expresién de Merlin
también puede estar siendo regulada a nivel pos-transcripcional, mediante miRNAs
gue contribuyan a mantener bajos los niveles de la proteina, promoviendo también la
tumorigénesis. En nuestro laboratorio se predijeron, mediante un analisis bio-
informatico, 10 miRNAs que por su complementariedad con la region 3" no traducida
de Merlin (3"UTR), podrian regular la expresion de este supresor de tumores (Tabla
1), de los cuales ya se demostrd que el mir-7, el mir-146a, mir-32 y mir-25 regulan

negativamente los niveles proteicos de Merlin (Perez-Garcia et al. 2015)
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Tabla 1. MiRNAs que resultaron significativos para la formacién de un daplex con la 3'UTR de

Merlin
miRNA Numero de sitios (posicion dentro de la region 3'UTR-NF2) AAG (kcalimol) % Puntaje de Contexto
miR-330 2(3494-3501) 11.92 95
(528-534) 2.18 21
miR-326 2(3494-3501) 9.86 95
(528-534) 795 26
miR-7 3(247-253) 9.10 93
(778-784) 9.63 38
(1919-1925) 347 5
miR-146a 1(210-216) 8.12 88
miR-32 2(159-165) 7.05 81
(2816-2822) 0.12 7
miR-25 2 (159-165) 6.76 79
(2816-2822) 847 7
miR-193b 1(79-85) 6.03 75
miR-367 2(159-165) 453 7
(2816-2822) 14.87 9
miR-92a/b 2 (159-165) 443 81
(2816-2822) 12,57 8
miR-363 2(159-165) 234 78
(2816-2822) 397 1"

El valor de AAG resulta del calculo de la diferencia entre las energias libres de Gibbs de la formacién duplex (AGDuplex) y la de
la apertura del ARNm para liberar el sitio para la union del miRNA (AGOpen). Se ha informado que un AAG inferior a -10 kcal /
mol es un pardmetro muy preciso para predecir las interacciones de miRNA: ARNm. Sin embargo, un AAG de -7 kcal / mol
todavia se precisa para varios casos. El percentil de puntaje de contexto se refiere al porcentaje de sitios para cada miRNA con
un puntaje de contexto menos favorable. La posicion de los sitios de unién (nt) se indica con relacion al comienzo del NF2 3'UTR
humano.

De acuerdo con esto, en nuestro laboratorio observamos que el aumento
independiente de miR-146a y de miR-7 en células A549 promueve la proliferacion, la
migracion celular (Meza-Sosa, Pérez-Garcia, et al. 2014; Pérez-Garcia et al. 2015).
Ademas, la sobrexpresion de mir-146a promueve la progresion tumoral y metastasis
a través de regular negativamente los niveles proteicos de Merlin; ya que la expresion
de una version de Merlin resistente a la regulacién por estos miRNAs, rescata la

funcion supresora de tumor de la proteina y previene los efectos oncogénicos del mir-
146a (Pérez-Garcia et al. 2015).

Por lo anterior, podemos resumir que la pérdida de las funciones supresoras de Merlin
en un contexto tumoral puede estar regulado a diferentes niveles: i) a nivel genético
por mutaciones en el gen NF2 (Merel et al. 1995; Peéina-Slaus 2013b); ii) a nivel
epigenético, mediante la metilacion del promotor del gen NF2 (B. Wang et al. 2016) y
iii) a nivel postraduccional, donde la fosforilacibn de S518 inhibe su funcién como
supresor tumoral (Alfthan et al. 2004) y la fosforilacion de S315 conduce a su

degradacion (X. Tang et al. 2007). Ademas, nuestro grupo demostré que la activacion
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sostenida de colon, cuello uterino y pulmon, lo que resulta en una mayor
transformacion celular (Camacho-Concha et al. 2013) y recientemente descrito a iv) a
nivel postranscripcional, donde encontramos que Merlin es regulado negativamente
por diferentes miRNAs: miR-146a, miR-7, miR-25, miR-32 y miR-92a lo cual favorece
la proliferacién , migracion y la invasion de células de cancer pulmonar y colorectal
(Alcantara and Garcia 2019; Pérez-Garcia et al. 2015).

MicroRNASs

Los microRNAs (miRNAs) son una clase abundante de pequefios ARNs, no
codificantes, de 19-24nt de largo (Ambros 2001). Estos tienen la funcion de regular la
expresion génica, induciendo la degradaciéon de ARNm especificos o inhibiendo su
traduccion, uniéndose por complementariedad a la 3 "UTR de los ARNm blanco (Sun
et al, 2005). Asi, los miRNAs regulan negativamente los niveles proteicos de sus
blancos y controlan multiples procesos bioldgicos de gran importancia como, la
proliferacion celular, la apoptosis, la diferenciacion y la homeostasis en el organismo
adulto. De acuerdo con esto, la desregulacion de la expresion de miRNAs se ha
asociado a distintas patologias como en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias, desdrdenes autoinmunes,

incluido el cancer (Ardekani and Naeini 2010; Meza-sosa et al, 2013).

MiRNAs y cancer

Se ha demostrado que mas del 50% de los genes de miRNAs estan localizados en
regiones gendmicas o en sitios asociados con el cancer (Calin et al,2004) lo cual
sugiere que los miRNAs tienen un papel importante en el desarrollo de la enfermedad.
Los patrones de expresion especifica de miRNAs se han asociado con desarrollo de
determinados tipos de tumores, por lo que pueden ser utilizados como marcadores de
diagndstico, prondstico de progresion tumoral y respuesta a la terapia antitumoral, asi
como también han sido propuestos como blancos terapéuticos (Guz et al, 2014; Lu et
al, 2012; Mirnezami et al, 2009; Vannini, Fanini, and Fabbri 2013; Yanaihara et al,
2006). Los miRNAs en la carcinogénesis pueden tener como blanco ARNs mensajeros

que codifican para oncogenes y tener actividad de genes supresores. También
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pueden inducir la inhibicion de la expresion de proteinas supresoras de tumores,
actuando como oncomiRNAS, lo cual depende del contexto celular en que se expresen
(revisado por Zhang et al, 2007).La tabla 2 resume los principales miRNAs que se han
reportado en el desarrollo de cancer, sus genes blanco y lo posibles mecanismos en

los que estan involucrados (revisado por (Weige Tan et al. 2018)).

Tabla 2. MicroRNAs, sus blancos y posibles mecanismos en el cancer

Céancer MiRNA Desregulacién MRNA- Ref.
Blanco
Cancer de Let-7, mir-98* Disminuido E2F2*, c-Myc*, (Deng et al. 2014; Sun et
mama KRAS al. 2012)
mir-27a,mir-96 Aumentado FOXO01 (Guttilla et al. 2009)
mir-19-3p Disminuido p53 (X. Li et al. 2014)
Cancer de mir-7 Aumentado KLF4, EGFR (Meza-Sosa et al. 2014;
pulmon Webster et al. 2009)
mir-25 Aumentado Ciclina E2 (Z. Zhao et al. 2014)
mir-330 Aumentado PRKCA (Arora et al. 2011)
Gastrico mir-25 Aumentado p57 (H. Zhao et al. 2014)
mir-106b Aumentado p21, p73 (Choi and Lim 2011;
Ivanovska et al. 2008)
mir-512 Disminuido Mcl-1 (Sarkar et al. 2013)
Glioma mir-221 Disminuido PTEN/AKT (X. Li et al. 2014)
mir-324-5 Disminuido GLI-1 (Xu et al. 2014)
Hepato- mir-195 Disminuido LAST2 (X. Yang et al. 2012)
carcinoma mir-18a Aumentado ERa, ESR-1 (L. Lietal. 2012)
celular mir-145 Disminuido IGF-1R (Law et al. 2012)

*Blanco que regula ese miRNA

El mir-7 puede tener funciones supresoras de tumores en schwannomas,
glioblastomas, cancer de pulmén de células no pequeias, cancer de colon y en cancer
de mama, asi como inhibir la formacion de metastasis cerebral (Kefas et al, 2008;
Kong et al, 2012; Masuda et al, 2012; Okuda et al, 2013; Saydam et al, 2011; Xiong
et al, 2011). Aungue también se ha visto que en cancer de pulmon, el EGFR activa la
expresion del mir-7, el cual inhibe la expresion del represor transcripcional del EGFR
favoreciendo asi la progresion tumoral (Chou et al, 2010). En el laboratorio, también
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hemos observado la actividad oncogénica de mir-7, regulando la expresion de genes
supresores de tumores como KLF4 y Merlin en células A549, promoviendo la
proliferacion, la migracion celular y la progresién tumoral (Meza-Sosa, et al. 2014;
Pérez-Garcia et al. 2015).

El mir-32 esta relacionado con la tumorigénesis del carcinoma colorectal y es
expresado en leucemia mieloide aguda, donde muestra un efecto anti-apoptético
(Gocek et al, 2011; Wu et al, 2013). También se ha observado que el mir-25 se
encuentra sobreexpresado en cancer de proOstata, de colon, de ovario y en
adenocarcinoma de pulmon favoreciendo la transformacion (Dacic et al, 2010; Marchi
et al, 2013; Zhang et al, 2012). El mir-330 también tiene un papel oncogénico en
células de glioblastoma, por lo que se encuentra expresado significativamente en este
tipo de tumores y se ha asociado con el desarrollo de cancer de pulmén de células no
pequefias y de cancer de prostata (Arora et al, 2011; Medina-Villaamil et al, 2014; Qu
et al, 2012; Visani et al, 2014, Yao et al, 2014).

MiRNAs en adenocarcinoma de pulmén

Los miRNAs desempefian importantes funciones reguladoras en la carcinogénesis
pulmonar (Bartel 2004; Inamura and Ishikawa 2016; Jahagirdar et al. 2016). Mediante
el analisis del perfil de expresion de miRNAs en adenocarcinomas subclasificados por
la OMS de 2015, se demostr6 que los diferentes subtipos histolégicos de
adenocarcinoma de pulmén tienen distintos perfiles de expresion de miRNAs. De esta
forma los adenocarcinomas se dividieron en tres grupos principales, que se
correlacionaron con los subtipos histolégicos de la clasificacion de la OMS de 2015.
El grupo 1) adenocarcinomas lepidicos o IMA: incluye casi todos los tumores menos
adenocarcinomas acinares y soélidos; grupo 2) adenocarcinomas acinares y grupo 3)
adenocarcinomas solidos: se caracterizo por la sobreexpresion de miR-27a, miR-212
y miR-132 (Nadal et al. 2014).

El adenocarcinoma entérico es una de las nuevas variantes del adenocarcinoma de
pulmon en la clasificacion de la OMS de 2015. Se define como un adenocarcinoma

con un componente predominante que muestra diferenciacion entérica (Inamura et al.
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2005).Interesantemente, el perfil de los adenocarcinomas entéricos muestra
similitudes con los NSCLC y los adenocarcinomas pancreaticos, pero no con los
adenocarcinomas colorrectales. Los adenocarcinomas entéricos comparten miRNAs
oncogénicos (MiR-31, miR-126, miR-506, mMiR-508-3p y miR-514) con los

adenocarcinomas pancreaticos (Garajova et al. 2015).

Numerosos estudios se han realizado utilizando lineas celulares que provienen de
tumores NSCLC para tratar de entender el papel de los miRNAs es este entorno
celular y dilucidar sus moléculas blanco (Inamura and Ishikawa 2016; Shang et al.,
2017; Shiozaki et al. 2012). Particularmente, las células A549 son un adenocarcinoma
de pulmon de origen epitelial depositadas en la ATTC (Giard et al. 1973). Las células
A549 celular por su alto potencial de transfeccién, su alta tasa de proliferacion en
cultivo, son un modelo muy utilizado para los estudios in vitro de adenocarcinoma de
pulmén (Bihl et al.,1998; Weige et al. 2018). Las células A549 responde a citocinas
proinflamatorias por lo que han sido utilizadas para estudiar en procesos
proinflamatorios (Cheng et al. 2010; Kawata et al. 2012; J. N. Lu et al. 2017).Ademas
en las células A549 se ha caracterizado el perfil de expresion de miRNAs después del
tratamiento con resveratrol (Bae et al. 2011), con flavonoides y otros estimulos (Silva
et al. 2016; Weige Tan et al. 2018) en la basqueda de nuevos blancos terapéuticos.
También para las A549, se ha caracterizado su respuesta de citocinas y quimiocinas
a infecciones por patdgenos( Lin et al.,1998; Yang et al. 2003).Los estudios
relacionados con miRNAs involucrados la carcinogénesis de las células A549, como
modelo de adenocarcinoma in vitro han encontrado que miR146, mir-21 y miR-25
actlan como oncomiRs en este contexto celular (Kunita et al. 2018; Perez-Garcia et
al. 2015; Wenfeng Tan et al. 2018). Mientras otros miRNAs, como por ejemplo miR-7
y miR -149-3p se ha descrito que actian como supresores de tumores en estas células
(Silva et al. 2016; Xiong et al. 2011). Luego, las células A549 resultan un buen
escenario para estudiar el impacto del ambiente inflamatorio en la induccion de
mMiRNAs que tengan como blanco genes supresores de tumores, como por ejemplo

Merlin.
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MiRNAs que regulan a Merlin en la inflamacion asociada al cancer

La expresion de miRNAs también se ha visto alterada en condiciones inflamatorias
asociadas al cancer. Existen miRNAs especificos que pueden ser regulados por
estimulos pro-inflamatorios y otros que actian como mediadores de la inflamacion,
contribuyendo con la carcinogénesis. Por ejemplo, se ha visto que la IL-6 a través de
la activacion STAT3 promueve la expresion de mir-21, el cual tiene como blanco genes
supresores de tumores como, la proteina de muerte celular programada 4 (PDCD4),
PTEN y tropomiosina (TPML1), por lo que promueve la oncogénesis en cancer de
colon, en mieloma multiple, en hepatocarcinoma y en mama (Frankel et al, 2008;
Loffler et al, 2007; Meng et al, 2007; Schetter et al,2009;Zhu et al, 2007). El mir-155
inducido por TNFa y IFNB, tienen como blanco una proteina pro-apoptoética inducida
por p53, por lo que se ha visto incrementado en pacientes con leucemia de médula
O0sea y en modelos murinos de leucemia y linfoma B (Costinean et al, 2006; Gironella
et al,2007; O’Connell et al,2007; Tili et al, 2007).

Tabla 3. MicroRNAs y la inflamacion asociada al cancer

miRNAs mRNA Blanco Cancer Inflamacion
mir-146a TRAF6 *Favorece la proliferacion, la migracion celular *Promotor presenta sitios de
y la formacion de metastasis en A549 union para NFkB
SMADA4 «Cancer de tiroides papilar, pancreas, cervical, +Inducido por LPS, IL1-B o TNFa
NE2 glioblastoma
mir-7a KLF4 *Favorece la proliferacion, la migracion celular *Promotor presenta sitios de
y la formacion de tumores en A549 union para NFkB
NF2 sLinfoma de células B, cancer de pulmén, de
mama, urotelial
mir-32 PTEN *Carcinoma colorectal, leucemia mieloide *Inducido por la proteina Tat C de
aguda, inhibiendo la apoptosis en estas HIV-1, la cual se ha visto que
BIM células induce la expresion de IL-6 y
TRAE3 TNFa por la célula infectada
mir-25 PTEN *Tumores gastricos, de prostata, pancreas, Se expresan en niveles altos en
ovario ,eséfago, neuroblastoma y tumores a los que se ha
BIM adenocarcinoma de pulmén. asociado un estado inflamatorio
TRAIL-DR4 sistémico
TOB1
mir-330 SH3GL2 Glioblastoma, cancer de pulmén de células no  Se expresan en niveles altos en

pequenas y de cancer de prostata

tumores a los que se ha
asociado un estado inflamatorio
sistémico
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Merlin podria ser regulado negativamente por diferentes miRNAs, segun se muestran
Tablal. A partir de estos datos bioinforméaticos en nuestro grupo se demostro
experimentalmente que la traduccion del ARNm de Merlin es inhibida por miR-146,
miR-7, miR-32 y mir-25 (Perez-Garcia et al. 2015).Recientemente otro grupo
corroboré experimentalmente que miR-92a inhibe directamente a Merlin en células de
cancer colorectal y de pulmon, favoreciendo la proliferacion, la migracién y la
sobrevivencia celular (Alcantara and Garcia 2019). Interesantemente estos miRNAs:
miR-146a, miR-7, miR-32, miR-25, y miR-330, ademas de tener como blanco a Merlin,

se han asociado al desarrollo de cancer y a procesos inflamatorios (Tabla 3).

En el caso de miR-146a se ha observado que aunque su expresion es regulada
positivamente por sefales inflamatorias como LPS, IL1- o TNFa, este miRNA actua
como supresor de tumores (Chen et al, 2013; Taganov et al 2006; Wu et al, 2014). Sin
embargo, resultados obtenidos en el laboratorio indican que el aumento de mirl46a,
inhibe la expresién de Merlin en células A549, favoreciendo asi la proliferacion, la

migracion celular y la formacion de metastasis (Pérez-Garcia et al. 2015).

Se ha reportado que la expresion del mir-32 es inducida por la proteina Tat C del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1(HIV-1), la cual induce la expresion de IL-6 y TNFa.
en la célula infectada. También se ha visto que la expresion de mir-32 disminuye los
niveles de TRAF3 promoviendo la activacién de NFkB por la via no candnica y con
ello la inflamacién (Mishra et al, 2012; Romani et al, 2010). No se ha reportado que
se induzcan en condiciones proinflamatorias, ni el mir-330 ni el mir-25, pero se
expresan en niveles altos en tumores a los que se ha asociado un estado inflamatorio
sistémico (Enewold et al, 2009; Erez et al, 2013; Kantola et al, 2012; Keerthivasan et
al, 2014; Tazaki et al, 2011; Ten Kate et al, 2004). Estos datos sugieren que existe un
conjunto de miRNAs con actividad oncogénica que podrian regular negativamente los
niveles proteicos de Merlin, cuya expresion se puede asociar a un ambiente
inflamatorio. Por lo que proponemos que a través de regular negativamente a Merlin,
estos miRNAs podrian ser parte de los mecanismos moleculares mediante los cuales

la inflamacién favorece el proceso de transformacion celular.
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Justificacién y planteamiento del problema

Sula inactivacion del supresor de tumores Merlin se ha asociado con diversos tipos
de cancer, que promueve la progresion tumoral. La expresion de Merlin esta regulada
negativamente por miR-146, miR-7, miR-32 y miR-25, los cuales se sobreexpresan
en diferentes tipo de tumores. Ademas, tanto el incremento de TNFa y el de mir-146a
promueven la migracion celular y la invasion en las células de cancer de pulmén; nos
preguntamos si la disminucion de los niveles de proteina de Merlin se relaciona
inversamente con la activacion de la ruta de sefalizacién de TNFo / NFKB / miRNAs
en tejidos de cancer de pulmoéon humano. Ya que poder identificar moléculas como
biomarcadores de estadios de progresion tumoral, permitiria dar un diagndostico mas
preciso a los pacientes que se les hizo biopsia tumoral. Dado que las terapias
antitumorales convencionales no tienen éxito en estadios avanzados del cancer,
conocer los mecanismos moleculares que promueven la progresion tumoral permite
dirigir la inmunoterapia antitumoral hacia blancos especificos para que sean mas

eficientes.
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Hipotesis:

La inflamacion potencia la progresion tumoral mediante la expresion de miRNAs que

tienen como blanco a la proteina Merlin.

Objetivo general

Evaluar el papel de la inflamacion en la expresion de miRNAs cuyo blanco es Merlin

y si este proceso favorece la progresion tumoral en un modelo de cancer de pulmén.

Objetivos especificos

1. Evaluar si Merlin es blanco de los miRNAs 32, y 25.

2. Estudiar si un ambiente inflamatorio regula la expresion de los miRNAs mir-32,

y mir-25 y mir-330.

3. Evaluar si el efecto potenciador del ambiente inflamatorio sobre la progresion
tumoral involucra la actividad los miRNAs 146, 32, 25 y 330.

4. Evaluar si existe una relacion directa entre un proceso inflamatorio y la
expresion de los miRNAs y una relaciéon inversa con los niveles de Merlin en

adenocarcinomas humanos de pulmén.
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Materiales y Métodos

Pacientes

Las muestras tumorales se obtuvieron de 16 pacientes (6 masculinos y 10 femeninos).
El promedio de edad fue de 72 afos, rango: 48-84 afios. Las muestras tumorales se
recogieron quirargicamente durante el periodo de junio de 2015 a enero de 2018. El
diagnéstico de cancer de pulmon fue confirmado por tres patélogos (CM, BJ y RD) en
el American British Cowdray Hospital (Ciudad de México, México). Ninguno de los
pacientes recibio radiacion preoperatoria o quimioterapia antes de la cirugia. Ademas,
se utilizaron como controles no tumorales, 4 fragmentos de tejidos pulmonares
adyacentes a la tumoracion. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de
cada paciente. Este estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion (REF 1501).

Animales

Los ratones NSG (NOD scid gamma) y nu / nu de los laboratorios Jackson, se
mantuvieron en nuestras instalaciones para animales en un estante ventilado con
alimentos y agua ad libitum. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las
directrices institucionales y aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

Se utilizaron machos o hembras de al menos 8 semanas, para formar grupos
experimentales. Una vez concluidos los experimentos, los animales se sacrificaron por
dislocacion cervical y los 6rganos viscerales fueron explorados para la determinacion

de metastasis.

Cultivo Celular

Las células A549 de adenocarcinoma alveolar humano se obtuvieron de ATCC. Las
células se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-
12 (DMEM/F12) (Gibco) suplementado con suero bovino fetal al 10% (SBF), L-
glutamina 2 mM (Sigma), penicilina 50 U/ml y 50 mg/ml de estreptomicina (Invitrogen)

a 37°C y 5% de COz. Antes del tratamiento con TNFa, la monocapa de células A549
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se lavo una vez con PBS y se cultivd en medio de suero libre con TNFa (5 0 20 ng/ml)

en diferentes momentos.

Disefio de oligos y PCR para la generacion de construcciones.

La amplificacion de la region 3° UTR de NF2 a partir de ADN gendémico humano se
realiz6 previamente en el laboratorio (Pérez-Garcia et al., 2015). La clonacion de los
mMiRNAs se realizé considerando que el aumento eficiente de miRNAs, requiere clonar
el precursor del miRNA (pre-miRNA) con un minimo de 40pb flanqueandolo de cada
lado (Chen et al., 2004). Con ayuda del programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000)
para el disefio de oligos para los pre-miRNAs con la secuencia: hsa-pre-miR-32
(ENSG00000207698) y hsa-pre-miR-25 (ENSG00000207547), cumpliendo el
requisito de ser flanqueados al menos por 40pb de cada lado. Se amplificaron los pre-
miR-32 y pre-miR-25 con oligos especificos para las secuencia de los pre-
miRNA+40pb y con sitios de restriccion para BamHI y EcoRI. Una vez que los pre-
miRNAs fueron clonados en el plasmido correspondiente, la orientacién y autenticidad
de las secuencias fueron confirmadas por secuenciacion y digestion enzimatica.
Todos los oligos fueron analizados para calcular su Tm y para evitar la formacién de

dimeros con el programa Perl Primer (Marshall, 2004).

Vectores plasmidicos y construcciones

Los ensayos de luciferasa se realizaron con el vector psiCHECKTM-2 vector
(Promega) donde se insertaron las primeras 858pb de la 3’'UTR de Merlin de Homo
sapiens, el fragmento NF2-3'UTR clonado corriente abajo del vector Renilla en
psicheck (Luc-wtNF2-3'UTR). Se generd una version mutante del NF2-3'UTR (Luc-
mutNF2-3'UTR) mediante la sustitucion de los nucle6tidos TT por AA en el sitio de
unién de mir-146a en la UTR, utilizando QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit

(Agilent Technologies) (Pérez-Garcia et al., 2015).

Para las transfecciones transitorias y estables se utilizaron los siguientes plasmidos:
pcDNA™3.1/myc-His (Invitrogen) como vector vacio, al que se le insertaron las
secuencias de pre-miR-146a, pre-mir-32 y pre-mir-25 amplificados por PCR a partir
de ADN gendmico humano para generar los vectores pc/mir-146a, pc/mir-32 y pc/mir-

25 respectivamente (Pérez-Garcia et al., 2015). También se utilizaron los vectores
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pc/mir-7 'y pc/miR-881 generados previamente en el laboratorio por Meza y
colaboradores (Meza-Sosa et al.2014). Aunque la secuencia utilizada para generar
pre-mir-7 y pre-mir-881 pertenece a raton, se utilizaron estas construcciones debido a
que la secuencia semilla de ambos miRNAs es idéntica para las dos especies por lo
gue tienen la misma actividad biolégica. En el caso de mir-7 tiene sitios de union en la
3’"UTR de Merlin, mientras que mir-881 no, por lo que fue utilizado como control de

especificidad en el ensayo de luciferasa.

Transfecciones en células A549

Para los ensayos de actividad luciferasa y de aumento de miRNAs en las A549 se
sembraron 250,000 células en cajas de 35 mm, cuando el cultivo alcanz6 el 70% de
confluencia se les sustituydo el medio suplementado por 1.5ml de medio no
suplementado para adicionarle la mezcla de transfeccion. Las células se co-
transfectaron con 400ng de uno de los vectores de expresion para miRNAs: pc/mir-
146a, pc/mir-32, pc/mir-25, pc/ mir-7 y pc/miR-881, con uno de los plasmidos Luc-
WtNF2-3'UTR o Luc-mutNF2-3'UTR (400ng) usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Como controles se utilizaron las
mismas condiciones descritas anteriormente transfectadas con los vectores
psiCHECK2 y pcDNA3.1 (400 ng). Después de 4 horas, el medio de transfeccion fue
retirado y reemplazado por medio suplementado. Las células se cultivaron 48 horas,

se cosecharon y se obtuvieron lisados proteicos para ensayos de actividad luciferasa.

Las células A549 se transfectaron con un antimiRNA especifico para miR-146a (anti-
miR-146a) previamente reportado (Matysiak et al., 2013) como control se utiliz6 un
oligo con secuencia inespecifica. Utilizando Lipofectamina se transfectaron 40nM del
oligo antimiR-146a por cada condicion. La mezcla de transfeccidn se incub6 durante
4h, luego se reemplazo por medio suplementado. Las células transfectadas se

cultivaron por 24h y se cosecharon para el ensayo bioldgico correspondiente.

Extraccion de proteinas totales

Las monocapas transfectadas se lavaron con 1ml de PBS 1X 'y se colocaron en hielo.
Posteriormente a cada caja se le agreg6 100ul de Tampon de Lisis (25mM Tris-fosfato

(pH 7.8), 2mM DTT, 2mM acido trans-diaminociclohexano-N,N,N",N"-tetraacético
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monohidratado, 10% glicerol y 1% Triton® X-100) del Kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega). Las monocapas se rasparon, se recupero el lisado total y
se coloco en tubos de 1.5 ml durante 15 min en hielo. Posteriormente los lisados
celulares se centrifugaron a 4°C, durante 10 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante
se colecto en tubos nuevos y se almacenoé a -70°C hasta su uso, para los ensayos de

actividad luciferasa o para Western Blot.

Ensayos de actividad de luciferasa

La actividad de luciferasa se determind a partir de los lisados proteicos obtenidos de
las células transfectadas, los cuales se prepararon de acuerdo a lo indicado por el Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Las Unidades Relativas de
Luciferasa (RLU) se obtuvieron primero con la obtencién de los cocientes de las
muestras: (MUESTRA Renilla/MUESTRA firefly). A continuacion, se obtuvieron los
cocientes de los cocientes de las muestras: (MUESTRA Renilla/MUESTRA firefly) /
(CONTROL Renilla/ CONTROL firefly). Finalmente se calcularon los RLU de los
mMiRNA transfectados de manera independiente y co-transfectados; normalizando sus
valores, tomando como 1 los experimentos hechos con Luc-wtNF2-3'UTR + pcDNA
3.1.

Clonacion por dilucion limitante

Las células A549 cultivadas en pozos de placas de 24 pozos se lavaron con 1ml de
PBS, se incubaron con 200 pl de tripsina durante 5min a 37°C y se inactivo el efecto
de la tripsina con 500 pl de medio completo. El nimero total de células en cada
suspension celular se determind contando con la camara de Neubauer y se
resuspendieron 60 células en 12 ml de medio. Se sembraron 100 ul por pozo en una
placa de 96 pozos de la suspension celular. Después de 11ldias de cultivo se
seleccionaron los pozos donde crecieron clonas individuales y se pasaron a placa de

24 pozos.

Seleccidn de clonas con bajos niveles de mir-146a

Las clonas pasadas a placa de 24 pozos se dejaron crecer hasta llegar a un 80% de
confluencia, se tripsinizaron y de los 700 ul de la suspension celular se sembraron 100

Ml en una placa testigo y el resto de cada una de las clonas se les extrajo ADN
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genomico. Se utilizaron 100 ng de ADN gendmico de cada una de las clonas para
preparar la siguiente mezcla de reaccion para PCR de 12.5 ul: Amortiguador 10X 1.25
pl; MgCl2 20X 0.625 pl; dNTP 10uM 0.25 pl; oligo Fw- premirl46 y oligo Rev-premir146
25uM 0.25ul; Amplificasa 5 U/l 0.25 pl. Las muestras se corrieron en un termociclador
usando los siguientes parametros: 94°C 1:30min; ciclo1-35 (94°C 15's, 68°C 30's,
72°C 30's); ciclo 36 72°C 3min. Los fragmentos amplificados se resolvieron y se
visualizaron en gel de agarosa al 2% en tampon TBE1X. Estos productos de PCR
fueron desnaturalizados para formar heteroduplex, a 95°C 5min y re-hibridados a
temperatura ambiente incubando las muestras por mas de 5 min. Los heteroduplex

fueron resueltos y visualizados en gel de acrilamida al 10% en tampon TBE1X.

Lineas celulares estables y generacion de clonas

Las lineas celulares estables de A549 (pcDNA, miR-146a y miR-146a / NF2) se
generaron previamente (Pérez-Garcia et al., 2015). El aumento de miR-146a en
clonas estables se determind mediante gPCR y los niveles de proteina de Merlin se
determinaron mediante Western Blot. Se obtuvieron clonas con diferentes niveles de
expresion de mirl46 (alto, bajo 1, bajo 2 y bajo 3) limitando la dilucién de células A549
en placas de 96 pocillos. Los niveles de expresidon de miR-146a se determinaron
mediante gPCR y los niveles de proteina de Merlin se determinaron mediante Western
blot de clonas aislados A549. Se seleccion6 una clona miR-146a que sobreexpresa

(Alto) y tres clonas con niveles bajos de miR-146a (Bajol, Bajo2 y Bajo3).

Ensayos de proliferacion celular

Para los ensayos de proliferacién celular el nimero total de células por condiciones
de cultivo, se determind por conteo celular utilizando la camara de Neubauer. A las
células en cultivo se les retir6 el medio, se lavaron con PBS 1X, se les agrego tripsina
(0.25%) y se incubaron durante 3 minutos a 370C. La monocapa celular despegada
se resuspendid en 2 volumenes de medio suplementado para inactivar la tripsina. De
la suspension celular se tomaron 20 pl y se mezclaron en una relacion 1:1 con azul de
tripano, posteriormente 10 pl de la mezcla se colocaron en una camara de Neubauer
para realizar el conteo. Luego el nimero total de células se determin6é usando la
siguiente formula Numero total de células = Promedio de células contadas * factor de

dilucion en tripano*10000* Volumen suspensioén celular.
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Ensayos de cicatrizacion de herida en monocapa de cultivo

Se sembraron 1x106 células en cajas de 35 mm y se dejaron crecer hasta alcanzar la
confluencia. Posteriormente, en el centro de la caja se realiz6 una herida pasando una
punta para micropipeta sobre la monocapa celular. Se retir6 el medio, la caja se lavo
con PBS 1X para eliminar las células muertas, se colocé medio nuevo sin suero y se
tomaron fotografias de la herida recién hecha (0Oh). Para determinar si TNFa (20ng/ml)
promueve el cierre de la herida de monocapa en las A549 se trataron las células con
esta citocina luego de hacer la herida. Para determinar si el cierre de la herida se debe
a proliferacion y/o migracion celular se afiadio el inhibidor de la proliferacion Ara-c
(10uM) junto con el TNFa en el tiempo Oh y se marcaron las células en proliferacion
con BrdU (10uM) durante 1h a 37°C, antes de cosecharlas. La cicatrizacion de la
herida fue monitoreada por medio de fotografias que se tomaron cada 24 horas a partir
del tiempo cero y hasta las 72h. El porcentaje del area de la herida abierta de cada
fotografia se determind utilizando el programa “Tscratch” (Computational Science and
Engineering Laboratory); posteriormente, con todos estos datos se obtuvo un
promedio total de porcentaje de herida abierta de cada tiempo. El porcentaje del area
abierta de los tiempos iniciales (0Oh) se estandarizdé con valor de 100% con el fin de

obtener un porcentaje final de area cerrada de los siguientes tiempos.

Extraccion de ADN gendmico a partir de células de mamiferos en cultivo

Las células cultivadas se cosecharon y el pellet se re-suspendié en 250ul de Tampdn
de lisis (10mM Tris-HCI pH7.5; 10mM EDTA; 10mM NacCl, 0.5 % sarcosyl (N-lauryl
sarcosine); 10ug/ml Proteinasa K) y se incubaron durante 2h a 60°C. Posteriormente
se le afiadieron 500ul de isopropanol y 10 pl de NaCl 5M y se incubaron 1h a -20°C
para precipitar el ADN. Las muestras precipitadas se centrifugaron 13,000 rpm en una
microcentrifuga durante 15 min a 4°C. El pellet se lavé con 1ml de etanol al 70% y se
centrifugd nuevamente 5 min a maxima velocidad. Luego se elimin6 el sobrenadante
y los pellets se dejaron secar a temperatura ambiente. El ADN gendmico purificado se
re-suspendié en 25 yl de Tampon TE, se cuantificd con el Nanodrop y se almacené a

-20°C hasta su uso.
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Ensayo de Dot Blot para ADN

El ADN gendmico purificado de las células proveniente de ensayos de cicatrizacion
de herida en presencia de TNFa (20ng/ml) y Ara-c (10uM), se desnaturalizo (2ug) con
10 volimenes de NaOH 0.4N durante 30min a temperatura ambiente. Posteriormente
las muestras se pusieron en hielo para evitar que las cadenas de ADN desnaturalizado
re-hibridaran y se neutralizé con igual volumen de Tris-HCI 1M pH6.8. Se realizaron
diluciones seriadas (100, 50 y 25ng) del ADN desnaturalizado y se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa utilizando una camara de Dot Blot. Las muestras de ADN
se fijaron a la membrana con radiacion de luz ultravioleta (1800uJ) en un “Stratalinker”
(CL-100, UVP). La membrana se incubd con un anticuerpo anti-BrdU mouse (Santa
Cruz) a una dilucion de 1/500 en leche al 1% en TBS-Tween, durante 1h a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-
Tween y se agrego el anticuerpo secundario (anti-mouse HRP) diluido 1/5000 en leche
al 1% en TBS-Tween. Las membranas se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con agitacion constante. Luego se realizaron tres lavados de 10 minutos con
TBS-Tween y uno con TBS sin Tween. Las membranas fueron reveladas por

quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del fabricante (PerkinElmer Inc.)

Electroforesis de proteinas y Western Blot

Las células o tejidos se lisaron en 100 ul de tampdn de lisis tritdnico frio (Tris 20 mM,
pH 7,4, NaCl 137 mM, b) glicerofosfato 25 mM pH 7,4, PPiNa 2 mM, EDTA 2 mM, pH
7,4, Triton X-100 al 1%, glicerol al 10%) suplementado con 1 mM de Na3vO4, 1 mM
de PMSF, 0.5 mM de DTT Yy coctel de inhibidor de proteasa completo (Roche), durante
15 minutos a 4 ° C. Los lisados celulares se centrifugaron a 14,000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C, se recogio el sobrenadante y se determiné la concentracion de proteina
usando el reactivo Bradford (Bio-Rad). Los extractos celulares totales (20 o 30 ug) se
resolvieron mediante SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE
Healthcare). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en tampoén
salino Tris (TBS: Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) con Tween-20 al 0,1% (Sigma)
(TBS-T), seguido de incubacion con el anticuerpo indicado diluido en TBS-T con 5%
de leche descremada. Las membranas se lavaron tres veces con TBS-T después de

cada incubacién con anticuerpo. Después, las membranas se incubaron con
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anticuerpo secundario (Santa Cruz Biotechnology) o avidina acoplada a HRP
(Biolegend, Cat. 430204). Las proteinas se visualizaron por quimioluminiscencia
(Perkin Elmer) usando un c-Digit Blot Scanner (LI-COR) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Anticuerpos primarios utilizados de Santa Cruz Biotechnology, Inc: NF2
(C-18, sc-322); p-NF2 (Ser-518, sc-101735); BrdU (Bu20A, sc-20045) y TNFR2 (H-
202, sc-7862). Anticuerpos primarios utilizados por Cell Signaling Technology: B-
actina (8H10D10); p-IKKa / B (Ser176 / 180, 16A6), IKKB (2C8), p-ERK1 / 2 (Thr202 /
Tyr204, 9101S) y ERK2 (9108S). Anticuerpo primario humano utilizado de Biolegend:
biot-hTNF (MAb11). Los anticuerpos utilizados se relacionan en la Tabla 2. (ANEXO

).

RT-PCR semi-cuantitativo y cuantitativa de miRNAs

El ARN total de las células se extrajo conforme al método de Chomczynski y Sacchi
(Chomczynski & Sacchi, 1987). La concentracion de ARN se cuantificé en un
NanoDrop (Thermo Scientific). Los oligonucleétidos utilizados para retrotranscribir y
amplificar miR-146a, mir-7, mir-32, mir-25, mir-330 se disefiaron segun lo reportado
por Varkonyi-Gasic y colaboradores; también por Chen y colaboradores (Chen et al.,
2005; Varkonyi-Gasic, Wu, et al., 2007). Los oligonucleétidos fueron analizados para
calcular su Tm y para evitar la formacién de dimeros con el programa Perl Primer. La
reversotranscripcion se realizd para cada miRNA con la siguiente mezcla de reaccion:
Tampédn First Strand 5X (4 ul), DTT 0.1M (2ul), dNTP 10 uM (0.5 pl), oligo RT stem-
loop miRNA 1 pM (1 pl) en agua DEPC para completar 20 ul de volumen total por
reaccion. En todos los casos se utilizaron 100 ng de ARN total para la reaccion de
reversotranscripcion simple (miRNA) y la reaccién doble (miRNA+ U6). La reaccion
doble de reversotranscripcion se realizd para los miRNA con PCR estandarizada y la
mezcla de reaccion se incluyen el oligo reverso U6 1 pM (1.5 pl). Se utilizé la
Transcriptasa reversa termoestable M-MLV(0.25 pl) de acuerdo al protocolo de
referencia (Varkonyi-Gasic et al., 2007). Se incluyeron como controles negativos de la
RT, una reaccion sin enzima y otra sin ARN. Las reacciones de PCR para los miRNAs
se realizaron de acuerdo al protocolo descrito por Varkonyi-Gasic, utilizando la
siguiente mezcla de reaccion para 1 pl de cDNA como templado en cada caso:
Tampon amortiguador 10x (2 ul), MgCI2 20X (1), dNTP 10 pM (0.4 pl), oligo forward

MirRNA10 uM (0.4 ul), oligo reverso universal 10 uM (0.4 pl), Amplificasa 5 U/ul (0.2
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ul), ajustado con agua para completar 20ul de volumen total por reaccion. Para la
estandarizacion de 20-40 ciclos para los miRNAs, mir-32, mir-25, mir-330, mientras
que para los miRNAs ya estandarizados (mir-146 y mir-7) se hicieron a 30 ciclos.
Como control de la reversotranscripcion se utilizaron en la mezcla de reaccion oligos

forward y reverso 800 nM (1 pl) para snRNA UG6.

Para la gPCR, se adiciono6 1 pl del cDNA obtenido en la siguiente mezcla de reaccion
para 10 pl: Platinum Syber gPCR 2X 5 pl; oligo Fw gPCR mir-146 (5 uM) 1pul; Universal
gPCR Primer (5 uM) y H20 libre de nucleasa 2 pl. El snRNA U6 se utilizé como control
de gen de referencia y para este caso en la mezcla de reaccidn se utilizaron dos pares
de oligos especificos Fw gPCR U6 (10 uM) y Rev gPCR U6 (10 uM). Las muestras se
corrieron en un equipo de PCR tiempo real (Applied Biosystem) con los siguientes
pardmetros: 95°C 10min; ciclo1-40 (95°C 15's, 60°C 10's); ciclo 41 95°C 15's, 65°C
1min; 95°C15's. La Tm de mir-146 y U6 es de 60°C. La secuencia de cebadores
utilizada se enumera en la Tabla 1 (ANEXO ).

Ensayos de metastasis experimental

Se inocularon ratones NSG o nu / nu de 6 a 8 semanas de edad en la vena lateral de
la cola con 108 células A549, o A549 pre-tratados con TNFa (5ng/ml) en medio de
suero libre durante 24 horas 0 A549 transfectadas con antimiR-146a (40nM) 24h antes
del tratamiento con TNFa (5ng/ml) en medio de suero libre durante 24h. Los ratones
también se inocularon en la vena lateral de la cola con 108 células de diferentes clonas
derivadas de la linea celular A549: clonas con altos (High) o bajos niveles de expresion
de miR-146a diferentes clonas (Lowl, Low2 y Low3). Los ratones inmunodeficientes
también recibieron con 10° células de clonas estables de A549 (pcDNA, miR-146a y
miR-146a+NF2) generadas en nuestro laboratorio (Perez-Garcia et al. 2015).
Después de 8 semanas, se sacrificaron los animales y se determind la presencia de
nddulos metastasicos y se contaron utilizando el estereoscopio. En los casos donde
las metastasis fueron numerosas y fusionadas donde se dificultd el conteo visual, se
pesaron los tumores en una balanza analitica (Metter Toledo, MS304TS). Los niveles
de miR-146a vy la proteina Merlin en nodulos metastasicos se determinaron mediante

ensayos RT-gPCR y Western blot, respectivamente.
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Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media + desviacion estandar. Todos los experimentos
in vitro se repitieron al menos tres veces. El grado de significancia estadistica de los
datos se determiné usando la pruebat de Student (dos colas) o unidireccional, ANOVA
cuando se compararon mas de 2 grupos y Post-test Bonferroni se usaron para
determinar los valores de p. En todas las pruebas, p<0.05 se consider6
estadisticamente significativo, utilizando el programa Prism5. Los datos de los

pacientes se analizaron utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Resultados

Prediccion bioinformatica de sitios de union para miRNAs en la UTR 3’ de
Merlin y analisis termodinamico y de conservacion

Mediante un andlisis bioinforméatico realizado en nuestro grupo, se destacaron 12
mMiRNAs en humanos, que podrian tener como blanco la region 3’'UTR de Merlin
(Pérez-Garcia et al. 2015). Dentro de estos, se encontraban el miR-146a, miR-7a,
miR-32, miR-25y miR-330, los cuales obtuvieron valores bioinformaticos que sugieren
que podrian estar regulando traduccionalmente a Merlin. Estos cuatro miRNAs
resultaron de gran interés en los estudios de cancer dado que el aumento del miR-
146a, miR-7a, mir-32, miR-25 y miR-330 se han asociado con la progresion diferentes
tipos de tumores (Mesci et al. 2017; Wenfeng Tan et al. 2018; T. Wu et al. 2015; Yan
et al. 2015; X.-D. Zhao et al. 2015).

El andlisis bioinformético realizado en la base de datos TargetScanHuman (Lewis et
al. 2003)mostr6 que el miR-146a tiene un sitio blanco en la 3'UTR de Merlin, ubicado
en las bases 210-216, formando complementariedad con 7 de las 8 bases, de la region
semilla (Fig 1). También para miR-146a el programa miRanda (John et al. 2004) dio
un miRsvr score de -0.1309, y el programa PiTa (Kertesz et al. 2007)dio una AAG de
-8.12, ambos datos indican que la formacién del duplex entre la region 3'UTR de
Merlin y el miR-146a es termodinamicamente estable y altamente probable.
Adicionalmente, el sitio blanco reconocido por el miR-146a esta altamente
conservado, presentandose en las regiones 3'UTR de Merlin de diferentes especies
de vertebrados (Fig. 1). La conservacion de este sitio a lo largo de la evolucion sugiere
que la inhibicién de Merlin por miR-146a tiene relevancia funcional a nivel celular,

razon por la cual evolutivamente se ha conservado (Pérez-Garcia et al. 2015).

En el caso de miR-7a, el analisis bioinformatico mostré que existen 2 sitios blanco en
la region 3’'UTR de Merlin, ubicados en las bases 247-253 y 778-784, formando
complementariedad con 7 de las 8 bases de la region semilla (Fig. 1). El programa
miRanda dio un miRsvr score de -0.3048 solo para el primer sitio, mientras que el

programa PiTa dio una AAG de -9.10 y -6.03, respectivamente. Estos datos indican

37



que la formacion del duplex entre la region 3’'UTR de Merlin y el miR-7a es
termodinamicamente estable y muy probable para el primer sitio, no tanto asi para el
segundo sitio de union. Interesantemente aunque la conservacion de ambos sitios
blanco de miR-7a se restringe a algunos mamiferos, sus valores termodinamicos de
unién con el ARNmM-NF2 sugieren que la inhibicion de Merlin por este miRNA podria

tener relevancia funcional (Pérez-Garcia et al. 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica de los sitios blanco de miR-146a, miR-7a, miR-32, miR-25 y miR-330 en laregion
3’UTR de Merlin. En las posiciones 159-166nt (posiciones relativas al sitio de inicio de la regién 3’"UTR en 2228 nt) se encuentra
el sitio de union para el miR-32/25 (en rojo y verde). En la posicion 210-216nt se encuentra el sitio blanco de miR-146a (color
negro), mientras que en la posicién 247-253 y 778-784nt, se encuentran los dos sitios de unién para miR-7a (color azul).
Finalmente en la posicion 3494-3501nt se encuentra el sitio blanco de miR-330 (color café). Los sitios de la posicién 159 para
mir-32/25 y el 210nt para el miR-146a se encuentran altamente conservados en vertebrados, mientras que los sitios de unién de
miR-7a y miR-330 solo estan conservados en algunos mamiferos (Base de datos TargetScanHuman).

Los miR-32 y el miR-25 presentan la misma secuencia semilla, por lo cual también
comparten el mismo sitio de union a la region 3’'UTR del ARNm de Merlin. En la base
de datos TargetScanHuman se observlo que miR-32 y el miR-25 tienen dos sitios de
union en la region 3"UTR, el primero ubicado de las bases 159-166 y el segundo de
las bases 2816-2822. Solo el primer sitio presenta una complementariedad de 7 de
las 8 bases de la secuencia semilla y es el Unico que se encuentra altamente
conservado en diferentes vertebrados, por lo que el analisis termodinamico de la
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formacion del heteroduplex, se realizé anicamente para el primer sitio (Fig. 1). Para el
mir-25 y el miR-32 el programa miRanda dio un miRsvr score de -0.1779 y -0.1763,
mientras que el programa PiTa dio una AAG de -6.76 y -7.05, respectivamente. En
ambos casos, los datos sugieren que la formacion del daplex entre la region 3'UTR
de Merlin y estos ms es termodinamicamente estable y altamente probable. El
programa TargetScanHuman mostrd un context score percentile de 79% para el mir-
25 y de 81% para el mir-32, lo que nos permite considerar a ambos miRNAs como
posibles candidatos para regular negativamente a Merlin.

Para el caso de miR-330, este tiene un sitio blanco en la 3’"UTR de Merlin, ubicado en
las bases 3494-3501, formando complementariedad con las 8 bases, de la region
semilla del miR-330 (Fig 1). El programa miRanda dio un miRsvr score de -0.1684,
mientras que el programa PiTa dio una AAG de -10.74, ambos datos indican que la
formacion del duaplex entre la region 3'UTR de Merlin y el miR-330 es
termodinamicamente estable y altamente probable. Como se observa, el sitio blanco
reconocido por el miR-330 esta conservado solo en algunos mamiferos. Luego, tanto
la conservacién de este sitio a lo largo de la evolucion, asi como sus valores
termodinamicos de formacion del heteroduplex, sugieren que la inhibiciéon de Merlin
por miR-330 puede tener relevancia funcional a nivel celular (Pérez-Garcia et al.
2015). En conjunto estos dados sugieren que Merlin puede ser regulado
postranscripcionalmente por distintos miRNAs.

La region 3’ UTR de Merlin es regulada por miRNAs: miR-146a, miR-7a, miR-32
y mir-25.

Para validar el analisis bioinformatico se utiliz6 el vector psi/NF2. Este vector tiene
clonado un fragmento (1-858nt) de la region 3’"UTR de Merlin que contiene los sitios
de unidn de los miR-146a y mir-32/mir-25, y miR7 corriente abajo del gen reportero de
luciferasa, por lo que nos permite probar si la expresion de los miRNAs disminuye
actividad de luciferasa derivada del plasmido. Para esto, las células A549 se co-
transfectaron con psi/NF2 y el vector de expresion de los distintos miRNAs (pc/miRNA)
y la actividad luciferasa relativa se midi¢ a las 48h pos-transfeccion. De acuerdo con

resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio, la expresion de miR-146a
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disminuye la actividad de luciferasa derivada del plasmido psi/NF2 en la linea celular
A549 en un 40% al compararse con los niveles de luciferasa de las células
transfectadas con miR-881 (control negativo) o transfectadas con el vector vacio
(pcDNA) (Pérez-Garcia et al. 2015). También se observa que la mutacion del sitio de
uniéon de miR-146a en la region 3"UTR de Merlin, previene el efecto inhibitorio de este
MiRNA sobre la expresion de luciferasa (Fig.2A). De igual manera, la expresion del
miR-32 y el miR-25 disminuyen la actividad luciferasa en un 30%, niveles similares a
los del mir-146a, cuando se transfectan 600ng de vector pc/miRNA (Fig. 2B). Mientras
gue miR-7aredujo en un 50% la actividad luciferasa (Fig. 2B). Estos resultados indican
que laregién 3'UTR de Merlin es regulada negativamente por miR-146a, miR-7a, miR-

32 y mir-25, inhibiendo la traduccion del ARNm.
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Figura 2. Laregién 3'UTR del mensajero de Merlin es blanco de miR-146a, miR-7a, miR-32 y mir-25. (A) Las células A549
se co-transfectaron con los vectores conteniendo la regién 3'UTR salvaje (Wt-NF2 3'UTR o mutada (Mut-NF2-3"UTR) para el
sitio de union del miR-146a. A las 48h pos-transfeccion se realizaron los ensayos de luciferasa. (B) Las células A549 se co-
transfectaron con 400ng de la construccion psi/NF2 y/o del vector vacio pcDNA3.1, el vector de expresion de miR-881, mientras
que 200ng de miR-7a y 600ng de los miRNAs 32 y 25 se co-transfectaron con el vector psi/NF2. (C) Determinacién niveles
proteicos de Merlin por WB, en células A549 transfectadas con 1lug de los vectores pcDNA3.1 (No Tratadas, NT), pcDNA/miR-
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881y miR-146a. (D) Determinacion niveles proteicos de Merlin por WB, en células A549 transfectadas con 200ng de los vectores
pcDNA3.1 (NT) y pcDNA/miR-7a. (E) Determinacién niveles proteicos de Merlin por WB, en células A549 transfectadas con
600ng de los vectores pcDNA3.1 (NT) y pcDNA/miR-32y mir-25. Se utiliz6 actina como control de carga. Los resultados
representan la media y la desviacion estandar de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. Two-way ANOVA,
Bonferroni posttests *, p<0.01, **p<0.001.

De acuerdo con los datos presentados arriba, el aumento de miR-146a, miR-7a, miR-
32 y miR-25, conlleva a una disminucion de los niveles proteicos de Merlin en las
células A549, lo que no se observa cuando se sobre-expresa miR-881, un miRNA que
no tienen sitios de unién en la region 3’'UTR de Merlin (Fig.2 C-E). Estos resultados
indican que la region 3'"UTR de Merlin es blanco de miR-146a, miR-7a, miR-32y miR-
25, y que el aumento de estos miRNAs en regulan negativamente la traduccion del
ARNmM de Merlin, las A549 y por tanto reducen los niveles proteicos de este supresor

tumoral.

La citocina proinflamatoria TNFa induce el aumento de miRNAs en las células
A549.

Recientemente hemos demostrado que miR-146a potencia las capacidades
migratorias e invasivas de la linea celular de tumor pulmonar A549, a través de un
mecanismo que en parte implica la regulacion negativa del supresor de tumores Merlin
(Perez-Garcia et al. 2015). Teniendo en cuenta que i) la expresion de miR-146a esta
regulada por estas citoquinas (Kutty et al., 2013; Taganov et al., 2006) vy ii) que los
mMiRNAs miR-7a, miR-32 y miR-330, que regulan negativamente a Merlin (Pérez-
Garcia et al. 2015), se han asociado con la progresion tumoral y un ambiente
inflamatorio (Mesci et al. 2017; Yan et al. 2015; X.-D. Zhao et al. 2015) evaluamos si

el TNFa regula la expresion de estos miRNA en las células A549.
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Figura 3. La citocina pro-inflamatoria TNFa induce el aumento de miR-146a, miR-7a, miR-32 y miR-330 en las células
A549. Cuantificacion relativa por gPCR de miR-146a(A), miR-7a(B), miR-32(C) y miR-330(D) a partir de 100ng de ARN total
obtenido de células A549 cultivadas durante 24, 48 y 72h, en presencia de TNFa (20ng/ml). Como control de la
reversotranscripcion se utilizaron oligos para snRNA U6. Este resultado es de 3 experimentos individuales con todos los controles
de la RTPCR. Los resultados representan la media y la desviacion estandar de 3 experimentos independientes realizados por
duplicado. Two-way ANOVA, Bonferroni posttests *, p<0.05, **p<0.01; p***<0.001.

Para determinar los niveles de miR-146a, miR-7a, miR-32, miR-25 y miR-330 se
estandarizaron las condiciones de PCR de cuantificacion relativa para cada miRNA
respecto al ARN nucleolar pequefio U6, lo cual se logré excepto para el miR-25 (Anexo
).

El tratamiento de las células A549 con TNFa aumentd significativamente (valores) la
expresion de miR-146a a las 24, 48 y 72h (Fig. 3A). Mientras que el miR-7a solo
aumenta su expresion significativamente a las 24h de tratamiento con TNFa (Fig. 3B).
También observamos que TNFa induce significativamente la expresion de miR-32 a
partir de las 24h hasta las 72h mientras que miR-330 s6lo se indujo significativamente
a 24h en las células A549 (Fig.3C, D). Estos resultados indican que el TNFa induce la
expresion de miR-146a, miR-7a, miR-32 y miR-330 en las células A549. También
observamos que, aunque estos miRNAs se inducen en presencia de TNFa, cada uno
presenta un perfil de expresion diferente. Para el caso de miR-146a y miR-7a

corroboramos lo reportado anteriormente, debido a que esperdbamos que se
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indujeran ante la sefalizacion de TNFa, porque los promotores de estos dos miRNAs
tienen sitios de union para el factor de transcripcion NFkB (Taganov 2006; Zhao et al.
2015). Sin embargo, para el miR-32 y el miR-330, esta es la primera evidencia
experimental de que estos miRNAs son inducidos directamente por la sefalizacion de
citocinas proinflamatorias, como TNFa. Estos resultados indican que TNFa induce el

aumento de miR-146a, miR-7a, miR-32 y miR-330 en las células A549.

La disminucion de los niveles de Merlin en presencia de TNFa es mediada por
el aumento de miR-146a.

Dado que un ambiente inflamatorio favorece la transformacion celular y que TNFa
aumenta significativamente los niveles de miR-146a, miR-7a, miR-32 y miR-330 en
las células tumorales de pulmoén y que estos miRNAs regulan negativamente los
niveles de proteina Merlin, evaluamos si TNFa promueve la transformacion celular a
través de regular negativamente a Merlin. Los niveles proteicos de Merlin mostraron
una disminucion significativa después del tratamiento con TNFa, que se mantuvo
durante 72 horas después del tratamiento (Fig.4A). Estos resultados muestran una
relacion inversa entre los altos niveles de miRNAs inducidos por TNFa (Fig. 3A-D) y
los bajos niveles de proteina de Merlin por el tratamiento con esta citocina (Fig.4A).
Los antimiRNAs son pequefios ARN de doble cadena, que se unen con alta afinidad
a la secuencia semilla de los miRNAs, impidiendo asi que los miRNAs se unan a sus
ARNmM blanco. Los antimiRNAs han sido ampliamente utilizados para inhibir la funcion
de miRNAs especificos (Stenvang et al. 2012), por lo que utilizamos un antimir-146a
para inhibir la funcién de mir-146a inducido por TNFa (Matysiak et al. 2013).
Observamos que los niveles de proteina de Merlin no se redujeron en presencia TNFa
cuando se transfectaron las células A549 con un antimiR-146a, mientras que cuando
se transfectaron con un antimiRNA control se disminuyeron significativamente los
niveles de proteina de Merlin (Fig. 4B). Estos resultados sugieren que la disminucién
de los niveles de proteina de Merlin inducida por TNFa es mediada por el incremento

en la expresion de miR-146a.
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Figura 4. La disminucién de Merlin en presencia de TNFa es mediada por el aumento de miR-146a. A) Se trataron células
A549 con TNFa (20ng/ml) durante 24, 48'y 72 h. Los niveles de proteina de Merlin se determinaron mediante ensayos de Western
Blot utilizando un anticuerpo especifico. La proteina ERK2 se utiliz6 como control de carga. Los datos densitométricos se
normalizaron considerando el valor de Oh as1.B) Las células A549 se transfectaron con antimiR-146a o oligo de ARN inespecifico
(40nM) y se recogieron 24h después de la transfeccion. Los niveles de proteina de Merlin se determinaron por Western Blot. La
proteina actina se utilizé6 como control de carga. Los datos densitométricos se normalizaron considerando el valor de Oh as1.C)
Las células A549 se transfectaron con 200ng de plasmido reportero que contiene corriente abajo el reportero de luciferasa, vacio
(psi) o con un fragmento de tipo salvaje de NF2 3'UTR (Wt-NF2 3'UTR) o mutado (Mut NF2-3"UTR). Ademas, las células A549
se co-transfectaron con Wt-NF2 3'UTR y antimiR-146a o oligo de ARN inespecifico (40nM). Las células transfectadas y co-
transfectadas se cultivaron en medio completo durante 24 horas después de la transfeccién. Todas las condiciones se trataron

con TNFOQU (20ng/ml) durante 24h en medio de suero libre. La actividad de la luciferasa se determiné 48h después de la

transfeccion. Los resultados representan la media y la desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes. ANOVA
de una via ** p <0.01 vs psi ## p <0.01, #p <0.05 vs control, * p <0.05 vs Oh.

Luego, para demostrar que el efecto negativo de TNFa sobre la expresion de proteina
de Merlin es resultado de la interaccion de miR-146a con la region 3'UTR del gen NF2,
se transfectaron células A549 con un plasmido con el gen reportero de luciferasa
vacio, o que contiene la secuencia de tipo silvestre o con una mutacion en el sitio de
union para miR-146a, en la region 3'UTR del gen NF2 corriente abajo del gen de

luciferasa. Posteriormente, las células transfectadas se trataron con TNFa durante 24
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horas y se midio la actividad luciferasa. Como se esperaba, el TNFa redujo la actividad
luciferasa derivada del vector reportero que contiene la region 3'UTR silvestre del gen
NF2, pero no tuvo efecto cuando se transfecto el vector que contenia mutado el sitio
de unién de miR-146a en la region 3'UTR del gen NF2 (Fig. 4C). Ademas, este efecto
se blogued cuando se co-transfectd el antimiR-146a con la region 3'UTR del gen NF2
en células A549, pero no asi cuando se usé un antagomiR control (Fig.4C). En
conjunto, estos resultados sugieren que el efecto negativo de TNFa sobre los niveles
de proteina Merlin estd mediado por la induccion de los niveles de miR-146a vy la

interaccion de miR-146a con la region 3'UTR del gen NF2.

La citocina proinflamatoria TNF promueven la migracion de las A549.

Las citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-18 también promueven un fenotipo
metastasico en células A549 y que promueve la migracion celular de esta linea
mediante la expresion de la metaloproteinasa 9 (Cheng et al., 2010; Lin et al., 2008).
Consistente con esto, la incubacion de las A549 con una mezcla de citocinas
proinflamatorias (IL-1B3, INFy, TNFo) por 48h, potencia el efecto del TGF-3 sobre la
transicion epitelial-mesenquimal y la migracion celular (Liu et al., 2008). Considerando
estos antecedentes y los datos presentados anteriormente, donde se observa que la
que TNFa promueven la expresion de los miR-146a, miR-7a y miR-32 en células
A549, evaluamos si un ambiente inflamatorio potencia la capacidad de migrar de las
células A549 a través de regular negativamente a Merlin.

Para esto, evaluamos el efecto de TNFa sobre la capacidad de migracion de las
células A549. Teniendo en cuenta que el proceso de cierre de la herida en la
monocapa puede resultar tanto del incremento en la proliferacion como en la migracion
celular, las células se trataron con TNFa en ausencia o en presencia de Ara-c, un
inhibidor de la proliferacién celular, y se evalué la capacidad de cierre de la herida.
Las células en presencia de TNFa cierran la herida significativamente antes que las
células no tratadas (Fig. 5A). Cuando se cuantifica el area de cicatrizacion de la
monocapa de ceélulas, observamos que las A549 tratadas con TNFa durante 72h,
cierran significativamente mas la herida que las células no tratadas (Fig. 5A, panel de
la derecha). En las células tratadas con TNFa y Ara-c, observamos una ligera

disminucién en la cicatrizacion de la herida con respecto a las células tratadas
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solamente con TNFa, pero la capacidad de cierre de la herida observada en las células
tratadas con TNFa y Ara-c se mantiene significativamente incrementada respecto a la

de las células control tratadas solamente con Ara-c.
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Figura 5. Lacitocina pro-inflamatoria TNFa promueve la migracion de las A549. (A) Se sembraron células A549 y se dejaron
llegar a confluencia y se les realiz6 una herida. La monocapa herida se cultivé en presencia de TNFao (20ng/ml) y/o el inhibidor
de la proliferacién Ara-c (1uM) o en medio sin suplementar. Se determiné el area de cicatrizacion de la herida en la monocapa a
las 72h utilizando el programa TScratch (panel de la derecha). (B) La expresion relativa de miR-146a en la monocapa herida de
células A549 tratadas con TNFa (20ng/ml) en medio sin suplementar durante 72h. Se utilizé como control de transcripcion el
ARN nuclear U6. C) Los niveles proteicos de Merlin del ensayo de herida anterior, se analizaron por WB, utilizando el anticuerpo
anti-NF2 (Merlin) y un anti-actina como control de carga (panel de la izquierda). Andlisis por densitometria de la intensidad de
las bandas de proteina Merlin respecto actina (panel de la derecha). Los resultados representan la media y la desviacion estandar
de al menos 3 experimentos independientes. Two-way ANOVA, Bonferroni posttests * p<0.05 ** p <0.01vs control.t- Student test
* p<0.05 vs control.

Dado que miR-146a es fundamental en la disminucion de los niveles de proteinas de
Merlin inducidos por TNFa, analizamos los niveles de este miRNA en la monocapa
72h después de la herida. Observamos que miR-146a se sobre-expresa
significativamente en presencia de TNFa (Fig. 5B). En correspondencia con esto, los
niveles de proteina Merlin en la monocapa herida, a las 72h de tratamiento con TNFa
estan disminuidos significativamente (Fig. 5C). Estos resultados estan acorde con lo
observado anteriormente, donde el aumento de miR-146a, inducido por la

sefalizacion de TNFa en las A549, se corresponde con la disminucién de los niveles
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de Merlin en estas células.

Adicionalmente, para descartar la contribucion de la proliferacion celular en el cierre
de la monocapa, se evaluo el efecto de TNFa sobre la proliferacion de células A549
en condiciones de subconfluencia y confluentes. Como se observa TNFo promueve
la proliferacion de las células A549 en condiciones Optimas de espacio, pero no en
células confluentes (Fig. 6A-B). Estos resultados reafirman que TNFo ho promueve

proliferacion en células confluentes pero si promueve la migracion celular.
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Figura 6. TNFo promueve el aumento de miR-32/miR-330 durante la cicatrizacién de heridas y la migracion en células
A549. A) Se sembraron células A549 (2 x 10° células por pozo) en medio sin suplementar durante 96h. El conteo de células se
realizd cada 24h mediante exclusion de tripano azul. B) Se cultivaron células A549 hasta completar la confluencia. Las células
confluentes se cultivaron en medio de suero libre durante 96h y se contaron cada 24 horas. C) Las células A549 del ensayo de

cicatrizaciéon de heridas con TNFQU (20ng/ml) y/o Arac (LuM) se trataron con BrdU (1uM). El ADN extraido de las células (100,
50 y 25ng) se transfirieron por Dot Blot a la membrana de nitrocelulosa y se revelaron con un anticuerpo especifico anti-BrdU.
Se usaron células que crecian en medios complementados completos como control. D) Expresion relativa de miR-7a/miR-32/miR-
330 vs U6 por gPCR en la monocapa de la herida de células A549 después de 72h tratadas con TNF. E) Ensayo de migracion

en transwell de células A549 tratadas con TNFQL (20ng/ml) en medio sin suplementar durante 16h. Imagenes representativas de
células migradas. Ampliacion 60x (panel superior). Cuantificacion del nimero de células migradas (panel inferior). Los resultados
representan la media y la desviacion estandar de 3 experimentos independientes. ANOVA de dos vias *** p <0,001 * p <0,05 vs
control. t Student test * p <0,05.

Para confirmar que TNFa no induce proliferacién celular en el ensayo de cierre de la
herida, las células se trataron con BrdU durante una hora antes de ser cosechadas a
las 72h. Se extrajo el ADN genomico y se transfirid a una membrana para Dot Blot, la

cual se revel6 con un anticuerpo especifico contra BrdU. Como se esperaba, la
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incorporacion de BrdU en células cultivadas en presencia de suero fue inhibida por
Ara-c (Fig 6C) y en células cultivadas sin suero la incorporacion disminuyo aun en
ausencia de Ara-c. No observamos diferencias en la incorporacion de BrdU entre las
células tratadas con TNFa y las tratadas con TNFa y Ara-c (Fig.6C). Esto confirma
que el TNFoa promueve el cerrado de la herida a través de inducir migracion y no
proliferacion celular.

De acuerdo con esto, también observamos que en presencia de TNFa, las células
cultivadas en transwell migraron significativamente més que las condiciones control
(Fig. 6D). Estos resultados indican que TNFa aumenta la capacidad de migracion de
células A549.

El miR-146a media el efecto positivo de TNFa sobre la migracion celular.
Considerando que TNFa promueve la migracion de células A549 e induce la sobre-
expresion de miR-146ay la inhibicion de Merlin en estas células, evaluamos si el miR-
146a media el efecto positivo de TNFo sobre la migracion celular. Para esto,
seleccionamos clonas, derivadas de la linea A549, con niveles de miR-146a
enddgenos incrementados (miR-146"9") o reducidos (miR-146'"%) en comparacion con
los niveles encontrados en la linea parental A549 (Fig. 7A). En estas clonas evaluamos
la capacidad de cierre de herida en la monocapa en condiciones normales de cultivo,
con medio suplementado y observamos que las clonas de A549 con miR-146'°%
presentan menor capacidad de cierre de la herida en comparacién con la clona miR-
146h9h (Fig.7B).

Las clonas miR-146'"% no lograron cerrar el area de la herida después de 72h de
tratamiento con TNFa mientras que la clona miR-146"9" cerr6 el 49% de la herida (Fig.
7C). La incapacidad de las clonas miR-146'"" para cerrar el area herida en respuesta
al TNFa esta asociada con una nula induccion de miR-146A (Fig, 7D, panel superior)
lo que conlleva a que no disminuyan los niveles de Merlin (Fig 7D, panel inferior).
Mientras que la clona miR-146"9" en respuesta a TNFa aumentd ligeramente los
niveles de este miRNA (Fig, 7D, panel superior) y redujo los niveles de proteina Merlin

(Fig. 7D, panel inferior).
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Figura 7. El cierre de herida depende del aumento de miR-146ay la inhibicion de Merlin. A) Niveles de expresion de miR-
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(20ng/ml) en medio sin suplementar durante 72h.D) Niveles de expresion de miR-146a de las cuatro clonas al final del ensayo
de cierre de la herida: tratadas con TNFa (20ng/ml) en medio sin suplementar durante 72h. La expresion relativa de miR-146a
vs U6 se determiné mediante gPCR. Se determinaron mediante Western Blot los niveles de proteina de Merlin al final del ensayo
de cicatrizacion de la herida. Se utilizd actina como control de carga .Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos
independientes. E) Las células A549 parentales y las clonas miR-146"" y miR-146"" se estimularon con TNFa (20ng/ml) en
medio sin suplementar durante 15y 30 min. Las células se cosecharon y se determinaron mediante Western Blot los niveles de
TNFR2, F) p-IKK, IKK G) p-JNK, JNK con anticuerpos especificos. Se utilizé actina como control de carga. Los resultados
representan la media y la desviacion estandar de 3 experimentos independientes. Two Way ANOVA de dos vias *** p <0,001, *
p <0,05 vs High+TNFa.

Para descartar que las diferencias en la induccion de miR-146a y la capacidad de
cierre de la herida en respuesta al tratamiento con TNFa se deban a diferencias en
las vias de sefializacion de TNFa entre las clonas miR-146"9" y miR-146'°" evaluamos
los niveles del receptor de TNFa y la activacion de IKK en respuesta a TNFa. Todas
las clonas A549 presentaron niveles similares de TNFR2, y respondieron a la
exposicion a TNFa induciendo la fosforilacion de IKK (Fig. 7E). En conjunto, estos

resultados indican que los niveles de miR-146a son criticos para promover la motilidad
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celular A549 y que TNFa promueve la migracion celular a través del aumento de miR-

146ay la inhibicidon de la expresion de Merlin.

TNFapromueve la capacidad metastasica de las células A549 a traves de
inducir la expresién de miR-146a vy la inhibicién de Merlin

Considerando que TNFa induce la expresion de miR-146a y este inhibe la expresion
de Merlin en las células A549, promoviendo la progresion tumoral y la metéstasis de
estas células (Balkwill et al., 2006; Ham et al., 2016; Hong et al., 2016), evaluamos si
los efectos pro-metastasicos de TNFo dependen del incremento de miR-146a y la
regulacion negativa de los niveles proteicos de Merlin. Las células A549 transfectadas
con un oligonucle6tido de ARN anti-miRcontrol o antimiR-146a y tratadas con TNFa
durante 24h, se inocularon en la vena de la cola de ratones inmunodeficientes NSG.
Los ratones inoculados con linea celular A549 sin tratamiento se consideraron el grupo
de control. Ocho semanas después de la inoculacion, observamos que TNFa aumento
la capacidad metastasica de las células A549 en comparacion con las células no
tratadas (Fig. 8A, panel izquierdo). Dado que las metastasis formadas fueron
incontables y muchas estaban fusionadas entre si, se determin6 la masa pulmonar
para determinar la contribucion en peso de la metastasis a la masa de tejido pulmonar
sano. Los pulmones sin metastasis de los ratones no tratados se utilizaron como
control. Los pulmones de los ratones inoculados con células A549 transfectadas con
el anti-miRcontrol y tratados con TNFa mostr6 un aumento significativo de la masa
pulmonar aportado por las metastasis comparado con los ratones inoculados con
células no tratadas y el grupo control (Fig. 8A, panel derecho). Mientras que los
pulmones de los animales inoculados con las células A549 transfectadas con el
antimiR-146a y tratadas con TNFa presentaron una masa menor que los animales que
recibieron células A549 expuestas a TNFa solamente o a las tratadas con TNFa pero
transfectadas con el oligonucleétido control (Fig. 8A panel derecho). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que el miR-146a media el efecto del TNFa para promover el
potencial metastasico de las células A549.

Para confirmar que la metastasis inducida por TNFa implica al miR-146a, se
inocularon clonas de A549 con diferentes niveles de miR-146a (miR-146"9" y miR-

146"%) en ratones inmunodeficientes. Después de 6 semanas, los ratones que
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recibieron la clona miR-146"9" presentaron significativamente mas nddulos
metastasicos en varios 0rganos viscerales que los ratones inoculados con las clonas
miR-146'"" (Fig. 8B). De acuerdo con esto, los ratones NSG inoculados con las clonas
miR-146'°" mostraron una mejor supervivencia que los ratones inoculados miR-146"9"
(Fig. 8C). Estos resultados indican que los altos niveles de miR-146a favorecen las
propiedades metastasicas de las células A549. También observamos que los niveles
de miR-146a en los nodulos metastasicos se encontraron aumentados
significativamente en comparacion con los niveles de miR-146a encontrados en los
tejidos normales adyacentes (Fig. 8F). En consecuencia, las metastasis formadas que
presentaron niveles elevados de miR-146a presentaron niveles proteicos de Merlin
disminuidos significativamente, en comparacién con los tejidos normales adyacentes

(Fig. 8E panel derecho).
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Figura 8. Los bajos niveles de miR-146a en las clonas reduce la formacion de metastasis en ratones inmunodeficientes.
(A) Las células A549 se transfectaron con antimiRcontrol o antimiR-146a (40 nM) 24h y luego se trataron con TNFa (5ng/ml)
durante 24h.Se utilizaron células A549 no tratados con TNFo como control. En todos los casos se inocularon 10° células en la
vena lateral de la cola de ratones inmunocomprometidos (NSG). Ocho semanas post-inoculacién se disectaron y se pesaron los
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pulmones. Se muestra el panel derecho el peso promedio de los pulmones por grupo (n=6). (B) 10 células de las clonas miR-
146"9" y miR-146'"" se inyectaron en la vena lateral de la cola de ratones inmunocomprometidos. Seis semanas después de la
inoculacion se contaron los nédulos metastasicos formados en diferentes 6rganos. Se muestra el panel derecho el promedio de
nédulos metastasicos en pulmones por grupo (n=11). (C) El andlisis de supervivencia de ratones inoculados con clonas miR-
146"9" y miR-146'"" los 42 dias en que se finalizd el experimento: (n=11) ratones por grupo. Prueba de log-rank (Mantel-Cox) p
= 0.0565. (D) Las metastasis intestinales formadas por los miR-146"9" y miR-146"" y los fragmentos de tejidos adyacentes se
explantaron en una placa de 24 pozos con medio RPMI sin suplementar. Los medios condicionados por los explantes se
recogieron después de 24h. Se determinaron los niveles de TNFo de ratén mediante ensayos de ELISA especificos. Los
resultados representan la media y la desviacion estandar de 2 experimentos independientes. (E) Los niveles de proteina relativa
de Merlin contra GAPDH se determinaron por Western Blot en varios n6dulos metastasicos formados por las diferentes clonas,
High y Lowl. Se utiliz6 tejido normal adyacente a los ndédulos como control. Se muestra una imagen representativa del Blot (panel
izquierdo). Analisis por densitometria de la intensidad de las bandas de proteina Merlin respecto actina (panel de la derecha).
(F)Niveles de expresion relativos de miR-146a vs U6 se determind por gPCR en varios nédulos metastasicos formados por las
diferentes clonas: High y Lowl. Se utiliz6 tejido normal adyacente a los nédulos como control de expresién basal. One-way
ANOVA, Bonferroni posttests * p<0.05 ** p <0.01 *** p <0.001 vs control.t- Student test * p<0.05 vs control.

De acuerdo con los datos que indican que un ambiente inflamatorio promueve la
capacidad metastasica y que Merlin ha mostrado efectos anti-inflamatorios
(Takahashi, Haga, and Tanihara 2015) la cuantificacion de TNFa en explantes
intestinales a partir de nddulos metastasicos provenientes de ratones inoculados con
las clonas miR-146"9" y miR-146'%, reveld que los explantes del nddulo metastasico
intestinal liberaron significativamente mas TNFa que los tejidos normales adyacentes
(Fig. 8D), nuevamente los niveles aumentados de TNFa, coinciden con los niveles
aumentados de miR-146a (Fig. 8F) y niveles disminuidos de Merlin (Fig. 8E) en los
nodulos metastasicos. Estos resultados en conjunto indican que los altos niveles de
miR-146a favorecen las capacidades metastasicas de las células A549 y sugieren que
los niveles de miR-146a pueden ser inducidos in vivo por los altos niveles de
TNFa asociados a los nédulos metastasicos. Para demostrar que el potencial
metastasico de miR-146a implica la regulacion negativa de Merlin, se utilizaron dos
clonas estables de A549 que sobre-expresan miR-146a y fueron generadas
previamente (Pérez-Garcia et al. 2015). La clona estable miR-146a sobre-expresa y
presenta bajos niveles de Merlin, mientras que la clona miR-146a/NF2 sobre-expresa
a miR-146 junto con una variante de NF2 con un region 3'UTR resistente a la
regulacion negativa por miR-146a, miR-7a, miR-32 y miR-330, por lo que aun cuando
presenta altos niveles de miR-146a también sobre-expresa la proteina de

Merlin(Pérez-Garcia et al. 2015).
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Figura 9. La inhibicién de Merlin mediada por miR-146a promueve la metastasis en ratones inmunodeficientes. (A) 10°
células de dos clonas estables que sobreexpresan miR-146a y/ o NF2 (miR-146a y miR-146a/ NF2 se inyectaron en la vena
lateral de la cola de ratones inmunocomprometidos NSG. Seis semanas después de la inoculacién se contaron los nédulos
metastasicos formados en diferentes 6rganos. Se muestra el panel derecho el promedio de nédulos metastasicos en pulmones
por grupo (n=8). (B) 10° células de dos clonas estables que sobreexpresan miR-146a y/ o NF2 (miR-146a y miR-146a/ NF2) se
inyectaron en la vena lateral de la cola de ratones inmunocomprometidos nu/nu (n=3). Seis semanas después de la inoculacion
se contaron todos los nédulos metastasicos formados en diferentes 6rganos. (C) Andlisis de supervivencia de ratones inoculados
con clonas que sobreexpresan miR-146a y miR-146a/ NF2 los 42 dias en que se finalizo el experimento: (n=11) ratones por
grupo. Prueba de log-rank (Mantel-Cox) p = 0.0318. (D) Niveles de expresion relativos de miR-146a vs U6 se determind por
gPCR en varios nddulos metastasicos formados por las diferentes clonas. Se utilizé tejido normal adyacente a los nédulos como
control de expresion basal. (E) Los niveles de proteina relativa de merlin contra actina se determinaron por Western Blot en varios
nédulos metastasicos formados por las diferentes clonas. Se utilizo tejido normal adyacente a los nédulos como control. Se
muestra una imagen representativa del Blot (panel de arriba). Andlisis por densitometria de la intensidad de las bandas de
proteina Merlin respecto actina (panel de abajo). Los resultados representan la media y la desviacion estandar de 2 experimentos
independientes. t Student’s test * p <0,05 contra clona miR-146a . One way ANOVA *** p <0,001 * p <0,05 contra tejido normal.

Las clonas estables miR-146a y miR-146a/NF2 se inocularon en ratones
inmunodeficientes para evaluar el efecto de la expresion de merlin en la capacidad
metastasica de las células. Observamos que impedir el efecto negativo de miR-146a
sobre los niveles proteicos de Merlin disminuyo significativamente el nimero de
metastasis en comparacion con las células que sobreexpresan miR-146a solamente
(Fig. 9A y 9B). De acuerdo con esto, los ratones NSG inoculados con la clona estable
miR-146a mostraron menor sobrevida en comparacion con el grupo que recibid las
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células miR-146a+NF2 (Fig. 9C).

Como se esperaba, la metastasis derivadas de ambas clonas estables miR-146a y
miR-146a+NF2, presentan significativamente aumentados los niveles de miR-146a en
comparacion con los de tejidos normales adyacentes (Fig.9D) reafirmando la
relevancia de este miRNA para la formacion de la metastasis. Curiosamente, los
niveles de proteina Merlin se redujeron significativamente en los n6dulos metastasicos
derivados de clonas estables miR-146a y no asi en los derivados de la clona miR-
146a/NF2 en comparacion con los niveles de proteina Merlin encontrados en tejido
normal (Fig.9E), lo que reafirma que la inhibicion de Merlin mediada por miR-146
promueve la formacion de metéstasis. Estos resultados indican que el TNFa
promueve la capacidad metastasica de las células A549 de manera dependiente de

miR-146a a través de la inhibicién de los niveles de proteina de Merlin.

El aumento de miR-146a por TNFa se correlaciona con la inhibicion de la
proteina Merlin en pacientes con cancer de pulmén.

Considerando los resultados presentados anteriormente donde observamos que TNF
a promueve la capacidad metastasica de las células A549 in vivo de manera
dependiente de miR-146a mediante la inhibicion de las funciones supresoras de la
proteina Merlin y teniendo en cuenta que se ha reportado que: i) los niveles de TNFa
aumentan en varios tipos de tumores, como el melanoma, cancer de prostata y mama
(Ham et al.,, 2016); i) que los niveles de miR-146a también estan regulados
positivamente en varios tumores, como melanoma, cancer gastrico y de mama
(Forloni et al. 2014; Sandhu et al. 2014; Xiao et al. 2012); iii) que la sefalizacion de
TNFa induce el aumento de miR-146a (Xiang et al. 2014); y iv) que miR-146a regula
negativamente los niveles proteicos de Merlin (Pérez-Garcia et al. 2015) evaluamos
si en el tumor pulmonar humano existe una relacion inversa entre los niveles de

TNFa y miR-146a con los niveles de proteina Merlin.
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Figura 10. El aumento de TNFa y miR-146a coinciden con la disminucion de Merlin en biopsias de pacientes. A) Los
niveles de proteina de TNFa contra actina se determinaron mediante Western Blot para muestras no tumorales y tumorales. B)
Los niveles de proteina de TNF contra actina se determinaron mediante Western Blot para muestras tumorales agrupadas por
caracteristicas histopatoldgicas: tumor no invasor e invasor / metastasico. C) Los niveles de expresion relativos de miR-146a
contra U6 se determinaron mediante qPCR para muestras no tumorales y tumorales. t Prueba de los estudiantes p = 0.0895. D)
Niveles de expresion relativos de miR-146a para tumores no invasores e invasores / metastasicos. E) Niveles de proteina de
Merlin contra actina determinados por Western Blot para muestras no tumorales y tumorales. F) Niveles de expresion relativos
de la proteina Merlin para tumores no invasores e invasores / metastasicos. Los resultados representan la media y la desviacion
estandar para cada grupo. Los datos tumorales se normalizaron frente a las muestras no tumorales. t Prueba de estudiante *** p
<0,001 * p <0,05.

Para esto, se procesaron 16 biopsias de pacientes diagnosticados con

adenocarcinoma o carcinoma de pulmén, cuyos datos histopatolégicos se muestran
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en la tabla 1 de la sesion de ANEXO II. A partir de las 16 biopsias de pacientes se
aislé tanto ARN como proteinas. Como controles se utilizaron biopsias de tejido no
tumoral adyacente tomada en algunos pacientes. De acuerdo con lo reportado en
estudios previos (Ham et al., 2016), observamos que los niveles de proteicos de TNFa
aumentaron significativamente en muestras clinicas de tumores en relacién con sus
tejidos pulmonares adyacentes no cancerosos (Fig. 10A y B), sin embargo, esto no
correlacion6 con los niveles de miR-146a ya que no se encontraron diferencias en los
niveles de miR-146a entre muestras tumorales y tejidos no tumorales (Fig. 10C). No
obstante, cuando analizamos los datos teniendo en cuenta la caracteristica patologica
del tumor pulmonar primario, como tumor no invasor versus invasor o metastasico, los
niveles de TNFa y miR-146a aumentaron significativamente en la muestra pro-
metastasica (Fig. 10B y 10D). De acuerdo con esto, observamos una disminuciéon
significativa de los niveles de proteina Merlin al comparar tejido no tumoral versus
tumor o al comparar muestras no invasivas versus invasivas-metastasicas (Fig. 10E y
10F). Estos resultados confirman que en tumores de pulmén humanos existe una
relacion inversa entre altos niveles de TNFa y el aumento de miR-146a con la
disminucién de los niveles de Merlin. Lo cual sugiere una relevancia biolégica de la

via TNFo/ miR-146a/Merlin en la progresion de cancer de pulmon.

Se descarto la posibilidad de que los niveles reducidos de proteina Merlin observados
en tumores de pulmon resultaran de la represion transcripcional del gen NF2 (Wang y
otros, 2016), ya que las biopsias no tumorales y tumorales mostraron niveles similares
del ARNm de NF2 (Fig. 11A panel de arriba). Ademas, la proteina residual de Merlin
observada en muestras tumorales se encontré inactiva por fosforilacion en el residuo
S508 (Fig. 11A, panel central). También observamos que los tumores con niveles
bajos de proteina Merlin presentaban altos niveles de TNFa y miR-146a (Fig. 11Ay
B). En conjunto, estos resultados indican que la regulacion positiva de miR-146a por

el TNFa en adenocarcinoma de pulmoén promueve la inhibicion de la proteina Merlin.
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Figura 11. Expresién de ARNm de NF2, proteina de Merlin, TNFOL y miR-146a en biopsias de cancer de pulmén. A) Se

extrajo ARN total de biopsias de pacientes con cancer de pulmén y se realizé6 RT-PCR para un fragmento de codificante del gen
NF2. Biopsias no tumorales (N) y tumorales (T). El gen de actina se utiliz6 como control de amplificacion (panel superior). Los

niveles de fosforilacion de la proteina Merlin, los niveles totales de Merlin y TNFOL de las muestras de tumores se determinaron
mediante Western Blot. La proteina actina se utilizo como control de carga (panel inferior). B) Se graficaron juntos los datos

obtenidos de niveles de proteina relativos de Merlin/actina, TNFQU /actina y los niveles de expresion relativos de miR-146a / U6
para cada biopsia de tumor.

Cuando analizamos los niveles de miR-146a en relacion con los niveles relativos de
proteina Merlin en los todos los tumores (adenocarcinoma y carcinoma) encontramos
que existe una correlacién negativa entre el aumento de miR-146ay la reduccion de
la expresion de Merlin en muestras de cancer de pulmén (Fig.12A). Mientras que
cuando analizamos la relacion miR-146a/Merlin en los adenocarcinomas,
encontramos una correlacion fuerte y significativa entre el aumento de los niveles de
miR-146a y la disminucion de la proteina Merlin en estas muestras (Fig. 12B). Estos
resultados sugieren que los niveles de ambas moléculas en las biopsias de
adenocarcinoma de pulmoén podrian ser atiles como marcadores de progresion
tumoral.
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Figura 12. El aumento de miR-146a se correlaciona con la disminuciéon de Merlin y el aumento de miR-7 en el
adenocarcinomade pulmén humano. G) Analisis de correlacion entre la expresion de miR-146ay los niveles de proteina Merlin
para todas las muestras de cancer de pulmén. H) Andlisis de correlacién entre la expresién de miR-146a y los niveles de proteina
Merlin para muestras de adenocarcinoma de pulmoén.

También evaluamos los niveles de miR-7 en las biopsias de pacientes, dado que este
miRNA también es inducido por TNFa y tiene como blanco a Merlin. De acuerdo a lo
gue esperdbamos, observamos que miR-7 esta incrementado significativamente en
los tumores invasores o metastasicos (Fig.12C). También observamos que existe una
correlacion positiva entre los niveles sobre-expresados de miR-146a y miR-7a en
muestras de adenocarcinoma de pulmén (Fig.12D) lo cual sugiere que ambos
moléculas podrian ser marcadores de progresion tumoral de adenocarcinoma de
pulmon.
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Discusion

La actividad supresora de tumores de la proteina Merlin ha sido ampliamente
documentada desde que se observé que las mutaciones asociadas al gen NF2 son
responsables de la formacion de schwannomas y meningiomas (Trofatter et al. 1993).
Ademas, la inactivacion bialélica del gen NF2 también ha sido encontrada en
mesotelioma maligno (Bianchi and Mitsunaga 1995; Yoshitaka Sekido et al. 1995), y
se han encontrado mutaciones de este gen en tumores de diferentes érganos como
en cancer de mama, prostata, higado, rifidén y pancreas (W. Li et al. 2012; Petrilli 2016).
Estos antecedentes evidencian el importante papel del gen NF2 y la proteina que

codifica en el control del desarrollo de varias enfermedades malignas.

Diferentes evidencias experimentales, generadas en los ultimos 15 afios, indican que
las mutaciones genéticas en el gen NF2 no son el Unico mecanismo que afecta las
funciones supresoras de tumores de Merlin. A nivel transcripcional, se ha reportado
gue la hipermetilacion del promotor del gen NF2 conduce a la reduccién de la proteina
Merlin y por tanto se favorece el desarrollo de cancer (B. Wang et al. 2016).
Adicionalmente, las modificaciones postraduccionales también conducen a la
inactivacion de esta proteina. La fosforilacion de Merlin en la serina 518, mediada por
las proteinas cinasas PAK (K. Ye 2007) y PKA (Laulajainen et al. 2008), que se
sobreactivan en diferentes tipos de cancer (Sapio et al. 2014; D. Z. Ye and Field 2012),
afecta la funcion inhibitoria de Merlin sobre el crecimiento y la motilidad celular (Yoon
et al. 2011). Por otra parte, la cinasa AKT fosforila a Merlin en la treonina 230 y en la
serina 315 la cual conduce a la degradacion dependiente de ubiquitinacién (Rong et
al. 2004). En cambio, la sumoilacion de Merlin es requerida para las funciones

supresoras de tumores de esta proteina (Qi et al. 2014).

La regulacion de Merlin a nivel postranscripcional también afecta sus funciones
supresoras de tumores. El corte y empalme alternativo del ARNm-NF2 modula la
localizacion subcelular de la proteina (Schmucker, Tang, and Kressel 1999). También
se ha reportado que una variante de splicing de Merlin que carece de los exones 2, 3
y 4 se amplifica en hepatocarcinoma celular. Esta variante trunca de Merlin interfiere

con la capacidad de Merlin para unir B-catenina y ERM. De esta forma la variante
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trunca de Merlin incrementan los niveles de [(-catenina y promueve la migracion
celular in vitro y la formacién de metastasis pulmonares in vivo (Z. L. Luo et al. 2015).
Ademas, trabajos previos de nuestro grupo demostraron que la traduccién del ARNm
de Merlin puede ser regulada negativamente por miRNAs; entre los que estan miR-
146a, miR-7, miR-32 y miR- 25. Asi, la reduccién de los niveles de la proteina Merlin,
debido a la sobrexpresion del mir-146a favorece la transformacion celular (Perez-
Garcia et al. 2015). La expresion de miR-146a se ha visto incrementada en diferentes
tumores, donde promueve la progresion tumoral y metastasis (Pérez-Garcia et al.
2015; Wenfeng Tan et al. 2018; C. Wu et al. 2014; Xiao et al. 2012). También el miR-
7 se ha encontrado sobreexpresado en cancer gastrico y cancer de pulmon (Chou et
al. 2010; Meza-Sosa, Pérez-Garcia, et al. 2014; X. Di Zhao et al. 2015).
Adicionalmente, se ha reportado que el aumento de miR-32 (Xia et al. 2017; Yan et al.
2015) y miR-330 (Mesci et al. 2017; Qu et al. 2012; Yao et al. 2014) también promueve
la progresion del cancer. Dado que estos miRNAs regulan negativamente los niveles
de Merlin y se encuentran sobreexpresados en diferentes tipos de tumores, nos
preguntamos qué sefiales del ambiente tumoral podrian inducir el aumento de estos

mMiRNAs y por tanto favorecer la progresion del cancer de pulmon.

En los ultimos afios se ha evidenciado que un ambiente inflamatorio promueve el
desarrollo de cancer (Hoesel and Schmid 2013; O’Callaghan et al. 2010; Porta et al.
2009). De las citocinas inflamatorias encontradas comunmente en el microambiente
tumoral, el papel de TNFa en la promocion del cancer y el proceso de metastasis ha
sido ampliamente reportado (Drane et al. 2002; Ham, Fernandez, D’Costa, et al. 2016;
S. Kim et al. 2004), pero los mecanismos mediante los cuales TNFa promueve la
progresion del cancer contindan en estudio (Reddy 2018; Sheng, Li, and Qin 2018).
En el suero de pacientes con cancer de pulmén se han detectado incrementados los
niveles de esta citoquina proinflamatoria (Aydin et al. 2012; Michalaki et al. 2004). De
acuerdo con esto, en este estudio mostramos que el TNFa promueve la progresion
tumoral y la metastasis en el cancer de pulmon a través de incrementar los niveles de
expresion del miR-146a, el cual inhibe la traduccién del ARNm de NF2 y reduce los
niveles de Merlin. Nuestros resultados experimentales y los datos clinicos obtenidos,

reafirman el papel del Merlin como supresor de la carcinogénesis y el proceso de
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metastasis.

En este estudio demostramos que TNFa induce la expresion de los miR-146a, miR-
7, miR-32 y miR-330 en células A549. La regulacion de la expresion de miR-146a y
miR-7 en respuesta a TNFa ya habia sido reportada previamente y se ha propuesto
que es regulada por el factor transcripcional NFKB ya que estos miRNAs presentan
sitios de union para NFkB en la secuencia de sus promotores (K. D. et al Taganov
2006; X. Di Zhao et al. 2015). Mientras que en el caso de miR-32 y miR-330 es la
primera vez que se demuestra que su expresion es regulada por la sefalizacion de
TNFa, la que podria estar mediada por ATF1 y HDGF, respectivamente (Adiseshaiah,
Kalvakolanu, and Reddy 2006; Yoon et al. 2011).

Dado que la expresion de miR-146a, miR-7, miR-32 y miR-330 estéd asociada a la
sefalizacion de TNFa, y que el aumento de estos miRNAs promueve la progresion
del cancer (Mesci et al. 2017; Perez-Garcia et al. 2015; Xia et al. 2017; J. Zhao et al.
2015), es posible que los efectos pro-tumorigénicos de TNFa estén mediados en
parte por la regulacion positiva de la expresion de estos miRNAs. Por lo que nos
preguntamos si las sefiales inflamatorias, como el TNFa, podrian promover la
metastasis inhibiendo la funciéon supresora de tumores de Merlin, favoreciendo el
aumento de miRNAs especificos para la region 3’'UTR de NF2 y si esto es relevante

para la progresion del cancer de pulmon.

De acuerdo con esta idea, nuestros datos indican que el TNFa induce la migraciéon
de las células A549 del cancer de pulmén en ausencia de sefiales mitogénicas, acorde
con lo que se ha reportado sobre el papel de TNFa en la promocion de metastasis
(Ham, Fernandez, D’Costa, et al. 2016); y que la migracién inducida por TNFa es en
parte mediada por la regulacion negativa de los niveles de Merlin, al inducir la
expresion de miRNAs como miR-146a, miR-32 y miR-330, que se dirigen al 3"UTR del
ARNmM de NF2. Aqui centramos nuestro estudio en miR-146a, ya que al mutar la
secuencia de unién para este miRNA en la region 3'UTR del ARNm de NF2,
observamos que este mensajero recupera totalmente su potencialidad de ser
traducido. De igual manera, al bloquear las funciones de miR146a con un

oligonucledtido antimiR-146a se recuper6 totalmente la expresion de luciferasa y no
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asi cuando se utilizé un antimiRNA inespecifico. Lo que confirma que miR146a regula
negativamente los niveles de Merlin. En correspondencia con los resultados
anteriores, el antimiR-146a evitd la disminucion niveles de proteina Merlin como
resultado de la sefalizacion de TNFa. Sin embargo, esto no descarta que exista un
efecto cooperativo de miR-7, miR-32 y miR-330 para reducir los niveles de proteina
Merlin y por lo tanto, que se favorezca la migracion de células A549 en respuesta al
TNFa. No obstante, se requieren experimentos adicionales para determinar el papel
especifico de cada miRNA inducido por TNFa. en la metastasis de adenocarcinoma

de pulmon.

Estudios previos destacan que los niveles de miR-146a aumentan en diferentes
tumores primarios y metastasicos, lo que sugiere un papel relevante para este miRNA
en la metéastasis (Labbaye and Testa 2012; Wenfeng Tan et al. 2018). En
correspondencia con lo previamente reportado, nuestros resultados indican que la
migracion celular inducida por TNFoa en células de adenocarcinoma de pulmén,
implica el aumento de miR-146a y la disminucion de los niveles de proteina Merlin.
Esto se confirmd utilizando clonas de A549 con diferentes niveles de expresion de
miR-146a: altos niveles de miR-146a (miR-146a"9") y bajos niveles de miR-146a
(miR-146a°"), observamos que las clonas miR-146a-°¥ presentan mayores niveles
de Merlin que la clona miR-146aM9", de hecho esta clona presenta niveles de Merlin
menores a las células A549 parentales en condiciones normales de cultivo. En
correspondencia con esto, las clonas miR-146a-°" tienen significativamente reducida
la capacidad de migracion en comparacion con las células miR-146a9". Estos
resultados reafirman el efecto negativo que ejerce la proteina Merlin sobre la motilidad
celular (Surace, Haipek, and Gutmann 2004) y la metastasis (Galcheva-Gargova et al.
2008), y son consistentes con nuestros datos que muestran que miR-146a es
necesario para la migracion de células A549 (Perez-Garcia et al. 2015). También
observamos que las células miR-146a-°%, en las cuales los niveles de miR-146a no
aumentan en respuesta a TNFa y por tanto no se afectan los niveles basales de
Merlin, mostraron una menor capacidad migratoria en el ensayo de cierre de herida
en la monocapa celular tanto en ausencia como en presencia de TNFo. La

incapacidad para inducir la expresion de miR-146a exposicion respuesta a TNFa en
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las clonas miR-146a°¥, no es debido a alteraciones en la via de sefializacion
intracelular de TNFa. Ya que cuando analizamos esta via de sefializacion observamos
que tanto la clona miR-146a"9" como las clonas miR-146a-°" presentaron los mismos
niveles del TNFR2 y activaron la ruta de senalizacion de NFkB de forma similar cuando
se expusieron a TNFa. En conjunto estos resultados indican que el efecto de TNFa
sobre la motilidad celular es mediado por el miR146a a travées de impedir la traduccion
del ARN de NF2 y reducir de este modo los niveles de Merlin.

De acuerdo todo lo anterior, también mostramos que las células A549 expuestas al
TNFa exhibieron una mayor capacidad metastasica cuando se inocularon en ratones
inmunodeficientes. Curiosamente, este efecto resultoé en parte, de la actividad de miR-
146a ya que el nimero de nédulos metastésicos derivados de células A549 expuestas
a TNFa, en presencia de un oligo anti-miR146a se redujo en comparacion con las
células expuestas a TNFa Yy transfectadas con un oligo inespecifico. Congruente con
esto, los ratones inmunodeficientes inoculados con células miR-146a-°" desarrollaron
menos metastasis y mejor supervivencia que los ratones que recibieron células miR-
146a9". Como se esperaba, los nédulos metastasicos contenian niveles mas altos
de TNFa y miR-146a y niveles reducido de Merlin que los observados en el tejido
normal adyacente. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la migracion celular y
la metéastasis inducida por TNFa. en las células A549 implican la regulacion positiva
de los niveles de miR-146a vy la regulacién negativa de los niveles de proteina Merlin.
De acuerdo con esta idea, al rescatar los niveles de proteina de Merlin en células
A549 que expresan miR-146a, disminuy6 su capacidad metastasica y resulté en una

mayor supervivencia de los animales.

El hecho de que los nddulos metastasicos derivados de las células A549 mostraron
niveles elevados de TNFa, reafirman que la metastasis esta asociada con un entorno
inflamatorio, no solo en modelos animales, sino también en muestras clinicas (Ham,
Fernandez, D’Costa, et al. 2016) lo que correlaciona con los niveles elevados de TNFa
en el suero de pacientes con cancer (Shang, Liu, and Qin 2017). Nuestros datos,
obtenidos de biopsias de pacientes con cancer de pulmén, sefialan que los tumores

de pulmon tienen aumentado los niveles de TNFa con respecto al tejido pulmonar
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normal. Esto indica que los niveles de TNFa aumentan ain mas en el tumor invasivo
en comparacion con los tumores de pulmon no invasivos. Curiosamente, el aumento
de los niveles de TNFa en el tumor invasivo correlaciona con el aumento de los
niveles de miR-146a. De acuerdo con nuestra hipotesis, los niveles de proteina de
Merlin en las biopsias de tumores de pulmén se encontraron reducidos en
comparacion con los niveles del tejido pulmonar normal, esto es consistente con los
niveles reducidos de Merlin en otros tumores, como el cancer de pancreas y de mama
(Couderc et al. 2016; Quan et al. 2015). Ademas, los niveles de proteina Merlin
encontrados en el tumor invasivo 0 metastasico fueron significativamente mas bajos
que los encontrados en los tumores no invasivos. En correspondencia, encontramos
una correlacién negativa entre los altos niveles de miR-146a y los niveles reducidos
de proteina de Merlin en todas las muestras de tumor de pulmén analizadas. En
particular, esta correlacion negativa fue estadisticamente significativa para los casos
de adenocarcinoma de pulmon. Curiosamente, en los tumores que mostraron niveles
normales de proteina Merlin a pesar del hecho de que también contenian miR-146a,
la proteina estaba fosforilada en el residuo S518. La fosforilacion en este residuo
impide las funciones supresoras de Merlin al inducir un cambio conformacional
(Surace, Haipek, and Gutmann 2004). Por lo tanto, indica que en los tumores de
pulmén, Merlin también se puede inactivar mediante fosforilacion por PAK y PKA.
Curiosamente, tanto PAK como PKA se han implicado en metastasis (Rider, Oladimeji,
and Diakonova 2013; Sapio et al. 2014) y se activan en respuesta a TNFa. (Frost et
al. 2000; Van Herreweghe et al. 2002). Asi, nuestros resultados sugieren que las
citocinas inflamatorias como el TNFo. promueven la metéstasis del cancer de pulmén
al inactivar las funciones supresoras de Merlin postranscripcionalmente, al inducir la

expresion de miR-146a y postraduccionalmente activando PAK y PKA.

En resumen, en este estudio confirmamos que Merlin es un importante gen supresor
tumoral en el cancer de pulmon. Identificamos que la ruta TNFa /miR-146a/Merlin
favorece la progresion del cancer de pulmén. Destacando el papel principal a la
sefalizacion del TNFa en la progresion del cancer y la metastasis (Balkwill 2006; D.
Tang et al. 2017; X.-H. Wang et al. 2015). Nuestro estudio contribuye a comprender

los mecanismos moleculares que subyacen a la activacién de la sefalizacion del
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TNFa en el contexto del cancer de pulmén. Finalmente, proponemos la via TNFa
/miR-146a/Merlin como un nuevo blanco terapéutico para inhibir la progresion del

adenocarcinoma de pulmén.

Conclusiones

e Laregion 3'UTR de Merlin es blanco de mir-146a, mir-7, mir-32 y mir-25.

La citocina proinflamatoria TNFa, induce el aumento de mir-146a, mir-7, mir-

32 y mir-330, mientras que disminuye los niveles de mir-25 en las células A549.

e La citocina proinflamatoria TNFo promueve la migracion de las células A549,
mediante el aumento de mir-146a, mir-7, mir-32 y mir-330 que tienen como

blanco a Merlin.

e Elaumento de mir-146 inducido por TNFa incrementa la formacion de

metastasis de las células A549 en ratones inmunodeficientes.

e En los muestras de adenocarcinomas de pulmén invasor/ metastasico existe
una relacion directa e inversa entre los altos niveles de TNFa y de mir-146 con

la disminucion de los niveles proteina de Merlin.
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Perspectivas

Determinar si la regién 3'UTR de Merlin es blanco de miR-330.

Determinar si otras citocinas proinflamatorias como IL-1B e IL-6 inducen el
aumento de mir-146a, mir-7, mir-32, mir-25 y mir-330 en las células A549 y si

tienen un efecto negativo sobre los niveles de Merlin.

Determinar si otras citocinas proinflamatorias como IL-18 e IL-6 promueven el
cierre de la herida en monocapa y la migracion de las A549 mediante el
aumento de mir-146a, mir-7, mir-32, mir-25 y mir-330 y en correspondencia con

la disminucién de los niveles de Merlin.

Evaluar si existe un efecto cooperativo de miR-7, miR-32 y miR-330
disminuyendo los niveles de proteina Merlin y por lo tanto, que se favorezca la
migracion de células A549 en respuesta IL-1B e IL-6.

Determinar el papel especifico de cada miR-7, miR-32 y miR-330 inducido por
TNFa en la metéstasis de cancer de pulmén, generando clonas estables que
los sobreexpresen y utilizando oligos inhibidores especificos antimiR-7,
antimiR-32 y antimiR-330 en los ensayos formacién de metastasis con ratones
inmunodeficientes.

Evaluar en biopsias de cancer de pulmoén los niveles de mir-146a y Merlin en
un mayor numero de pacientes.

Evaluar la expresion de miR-7, miR-32 y miR-330 biopsias de cancer de pulmon

y determinar si existe una correlacion negativa respecto a los niveles de Merlin
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ANEXO I:

Estandarizacion de gPCR para miRNAs
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Figura 1 ANEXO I: Estandarizacion de gPCR de miR-146a. A. Resumen de condiciones de gPCR
para medir miR-146 vs U6 en células A549. B. Grafico de amplificacién de la curva de diluciones de
cDNA de A549 para mirl46 y U6.C. Analisis de las curvas estandar para miR-146 y U6. A la derecha
se muestra los pico de la temperatura de melt para cada condicion: miR-146a (panel de arriba) y U6
(panel de abajo). D. Grafico ACt vs dilucion de cDNA. Se grafica la recta de comparacion de las curvas
estandar, si la pendiente esta en el rango de - 0.1 a 0.1 las curvas son comparables.
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Figura 2 ANEXO I: Estandarizacion de qPCR de miR-7. A. Resumen de condiciones de gPCR para
medir miR-7 vs U6 en células A549. B. Grafico de amplificacion de la curva de diluciones de cDNA de
A549 para miR-7 y U6.C. Analisis de las curvas estdndar para miR-7 y U6. A la derecha se muestra los
pico de la temperatura de melt para cada condicién: miR-7 (panel de arriba) y U6 (panel de abajo). D.
Gréfico ACt vs dilucion de cDNA. Se grafica la recta de comparacion de las curvas estandar, si la
pendiente esta en el rango de - 0.1 a 0.1 las curvas son comparables.
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Figura 3 ANEXO [: Estandarizacion de gPCR de miR-32. A. Resumen de condiciones de gPCR para
medir miR-32 vs U6 en células A549. B. Gréfico de amplificacion de la curva de diluciones de cDNA de
A549 para miR-32y U6.C. Analisis de las curvas estandar para miR-32 y U6. A la derecha se muestra
los pico de la temperatura de melt para cada condicion: miR-32 (panel de arriba) y U6 (panel de abajo).
D. Grafico ACt vs dilucién de cDNA. Se grafica la recta de comparacion de las curvas estandar, si la
pendiente esta en el rango de - 0.1 a 0.1 las curvas son comparables.
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Figura 4 ANEXO I: Estandarizacion de qPCR de miR-330. A. Resumen de condiciones de gPCR
para medir miR-330 vs U6 en células A549. B. Grafico de amplificacién de la curva de diluciones de
cDNA de A549 para miR-330 y U6.C. Analisis de las curvas estandar para miR-330 y U6. A la derecha
se muestra los pico de la temperatura de melt para cada condicion: miR-330 (panel de arriba) y U6
(panel de abajo). D. Gréfico ACt vs dilucion de cDNA. Se grafica la recta de comparacién de las curvas
estandar, si la pendiente esta en el rango de - 0.1 a 0.1 las curvas son comparables.
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ANEXO II: Tablas

Tabla 1. Datos clinicos de pacientes.

Diagndstico

Inflamacion del

Nombre | Muestra | Sexo | Edad histopatoldgico Metastasis | Invasion tejido
N1 Cl F 76 no tumoral - - -
N2 C5 F 57 no tumoral - - -
N3 C6 F 70 no tumoral - - -
N4 P2 F 58 neoplasia beningna - - -
neumolitis /
T1 P1 F 79 adenocarcinoma primario si si bronquiolitis
acUimulo de
macroéfagos alveolares
carcinoma e infiltracion
T2 P3 M 73 neuroendocrino si linfoplasmocitario
T3 P4 F 81 adenocarcinoma primario no no no
extensa inflamacion
T4 P5 M 79 adenocarcinoma invasor no no cronica inespecifica
T5 P8 F 76 adenocarcinoma invasor no Si no
T6 P10 F 75 carcinoma NSCLC NE NE NE
T7 P11 M 82 adenocarcinoma invasor no Si no
T8 P13 M 72 adenocarcinoma invasor no Si NE
T9 P14 M 76 adenocarcinoma primario Si NE NE
carcinoma inflamacién croénica
T10 P16 F 57 neuroendocrino no Si inespecifica
carcinoma
T11 P17 F 48 neuroendocrino no no NE
carcinoma inflamacién cronica
T12 P18 F 70 nueroendocrino no si inespecifica
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Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos para RT-PCR y qPCR.

Gen Blanco Secuencia de oligo (5' to 3") Producto de PCR
(nt)

ARNmM-NF2 Fw: CGTGGAATGAAATCCGAAAC 784
Rw: GAAAGCCGCTTCATGTCAGT

ARNm- Actina Fwd: GGGTCAGAAGGACTCCTATG 238
Rev: GGTCTCAAACATGATCTGGG

human/mouse-sncARN U6 Fwd: CTCGCTTCGGCAGCACA 94
Rev: AACGCTTCACGAATTTGCGT

miR-146a stem-loop RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAA N/A
CCA

gPCR miR-146a Fwd: GCGCACTCTTGACTTAAGGT 63

miR-7 stem-loop RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTT N/A
CTC

gPCR miR-7 Fwd: GCGCACCTTCTGATCACTAAAA 63

miR-32 stem-loop RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTG N/A
CAC

gPCR miR-32 Fwd: GGCGGCTATTGCACATTACTAA 63

miR-330 stem-loop RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTC N/A
Fwd: GCAAAGCACACGGCCTG

gPCR miR-330 Rev: GTGCAGGGTCCGAGGT 63

Universal

N/A, no aplicable
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados

Especies hospederas;

Nombre del isotipo, fuente; No de Dilucién de
Antigeno Inmunégeno catalogo; clona trabajo
NF2 C-terminal de NF2 de origen Policlonal de Conejo (IgG), 1:2500
humano Santa Cruz Biotecnology
catalogo # sc-332, (C-18)
p-NF2 Secuencia corta de Policlonal de Conejo (1gG), 1:2000
aminoacidos que contiene NF2 Santa Cruz Biotecnology
fosforilada en Ser 518 de catalogo # sc-101735
origen humano.
BrduU Bromodeoxiuridina (BrdU) Monoclonal de Ratén (IgG1) 1:1000
conjugada con una proteina Santa Cruz Biotecnology
transportadora catalogo # sc-20045,
(Bu20A)
TNFR2 Aminodacidos 260-461 en el Policlonal de Conejo (IgG), 1:1000
C-terminal de TNFR2 de origen Santa Cruz Biotecnology
humano catalogo sc-7862,(H-202)
B-actina Péptido correspondiente a Monoclonal de Ratén (IgG) 1:6000
residuos amino-terminales de Santa Cruz Biotecnologia
B-actina humana Cell Signaling Technology
catalogo # 3700, (8H10D10)
p-IKKa/B Fosfopéptido correspondiente Policlonal de Conejo (IgG), 1:1000
(Ser176/180) a los residuos que rodean Cell Signaling Technology
Serl76 / 180 de IKKa humano catalogo # 2697, (16A6)
IKKB Péptido correspondiente a Monoclonal de Conejo (IgG), 1:1000
residuos en el carboxilo Cell Signaling Technology
terminal de la proteina IKK catalogo # 2370, (2C8)
humana.
ERK2 Péptido correspondiente a la Policlonal de Conejo (IgG), 1:4000
p42 MAP quinasa humana Cell Signaling Technology
(Erk2) catalogo # 9108S
biot-hTNF TNF-a Humano Monoclonal de ratén de 1:500

biotinilado (1gG),Biolegend
catalogo # 502913, (MAb11)
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ANEXO Ill: Publicaciones

Articulo original: Pérez-Garcia, Erick |. Meza-Sosa, Karla F. Lopez-Sevilla, Yaxem
Camacho Concha, Nohemi. Séanchez, Nilda C. Pérez-Martinez,
Leonor Pedraza-Alva, Gustavo. Merlin negative regulation by miR-
146a promotes cell transformation. Biochem Biophys Res Commun.
2015;468(4):594-600

Articulo original: Nilda C. Sdnchez, Elisa Medrano-Jiménez, Diana Aguilar-Ledn,
Leonor Pérez-Martinez, Gustavo Pedraza-Alva. TNF-induced miR-
146a upregulation promotes human lung adenocarcinoma metastasis.
2019 (Sometido, en revision)
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