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Resumen

De acuerdo con el dogma central de la biologia molecular, el ADN se transcribe en
ARN, y este a su vez, se traduce a proteina. Durante la transcripcién, el transcrito
primario (pre-ARNm) es convertido en un ARNm maduro y funcional. Estas
modificaciones son 1) la adicién de la CAP extremo 5, 2) la poliadenilacién en el
extremo 3 y 3) el splicing. El splicing alternativo es el mecanismo co-
transcripcional empleado por el 95% de los genes humanos, que involucra el corte
o empalme diferencial de exones (secuencias codificantes) e intrones (secuencias
no codificantes) para formar transcritos complejos y proteinas desiguales. Se ha
observado que los poco mas de 21 000 genes en el humano, generan méas de 100
000 transcritos diferentes, con lo que se demuestra la diversidad proteica del
genoma humano, expresada gracias al splicing alternativo. Por si fuera poco, el
splicing alternativo es uno de los principales reguladores de la expresion génica,
gue en ocasiones puede dafarse, debido a las mutaciones génicas y cambios en
los factores de splicing, por lo que producen isoformas aberrantes; un ejemplo
claro es en cancer de mama. El cancer de mama es una problemética en salud
publica que requiere atencion, debido a sus altos niveles de incidencia,
prevalencia y mortalidad. A nivel mundial, este tumor ocupa el primer lugar entre
las neoplasias mas frecuentes mientras que en México, hay un estimado anual de
40.5 casos nuevos por cada 100 000 mujeres. En cancer de mama, la
desregulacion del splicing alternativo en los genes ERa, BRCA1, DMTF1, HER2,
KLF6 y BIRC5, se han correlacionado con la progresion tumoral, la angiogénesis,
la invasioén, la metastasis y la resistencia a farmacos antineoplasicos ademas de
que altera el ciclo celular e inhibe la apoptosis, lo que muestra el papel

fundamental del splicing alternativo en el contexto del cancer de mama.

Ante la resistencia a los farmacos existentes, se han buscado nuevos tratamientos
con mayor especificidad y menor dafio celular. El uso de oligonucledtidos anti
sentido es una propuesta novedosa que ha mostrado éxito en la reprogramacion
de genes para otras condiciones, por lo gue consideramos que la reprogramacion
de las isoformas oncogénicas a través de éstos oligonucledtidos, podria reducir los

efectos tumorales en las células e incrementar la supervivencia del paciente.



Introduccién

El procesamiento del ARNm es un evento nuclear, previo a la formacion de
proteinas, conformado por tres procesos: 1) adicion del CAP en el extremo 5’, 2)
poliadenilacion del extremo 3’ y 3) splicing (1). El corte y empalme (splicing) es un
mecanismo co-transcripcional, que se da en organismos eucariotas como
metazoos, hongos, plantas y mamiferos. Este proceso ocurre en un pre-ARNm (1—
3), el cual esta formado por secuencias no codificantes (intrones) y secuencias
codificantes (exones), que son removidas y ligadas, respectivamente, para formar
distintas proteinas a partir de un mismo gen. El splicing es clave fundamental en la
diferenciacion celular, homeostasis celular, regulacion de funciones especificas del
tipo celular, desarrollo de tejidos y diversidad proteica (1,4,5). Especificamente, el
splicing alternativo es un proceso importante que controla la expresion de genes y
contribuye a la complejidad y diversidad protedmica (2). Sin embargo, se ha
observado que el 15% de las enfermedades genéticas y cancer estan asociadas
con alguna desregulacion de los eventos de splicing alternativo (6,7). En cancer, la
desregulacion del splicing alternativo promueve la oncogénesis de cancer de
pulmon, ovario, glioblastoma, melanoma y mama (8,9). En cancer de mama, las
alteraciones del splicing alternativo estan relacionadas con la sobreexpresion de
oncogenes Yy baja expresibn de genes supresores de tumores (10).
Eventualmente, han surgido nuevas terapias mediante el uso de oligonucleétidos
antisentido capaces de redirigir el splicing alternativo. Este tipo de terapias ya han
sido probadas en pacientes con enfermedades neuromusculares. El objetivo de
este trabajo es analizar los antecedentes relacionados a la expresion de isoformas
de splicing implicadas en procesos celulares como la proliferacion, invasion,
angiogénesis, transicion epitelio-mesénquima, inhibicion de la apoptosis y
actividades supresoras de tumores en cancer de mama. Asimismo, proponemos el
uso de oligonucleétidos antisentido como tratamiento terapéutico contra cancer de

mama.



Justificacion

El cAncer de mama es un gran desafio en la salud publica, pues hasta la fecha se
siguen reportando niveles elevados de incidencia, prevalencia y mortalidad
debidas a esta enfermedad, ocupa el primer lugar entre las neoplasias mas
frecuentes en el mundo, siendo ademas la primera causa de muerte en mujeres

mexicanas.

El splicing alternativo juega un papel importante en la regulacién de la expresion
génica y diversidad proteica. No obstante, se han observado mutaciones en el
genoma, tanto en algunas proteinas espliceosomales y reguladoras, como en
diversos genes relacionados a procesos cancerosos. En estos casos, se induce la
formacion de variantes aberrantes relacionadas al desarrollo de procesos como el
cancer de mama, en donde el splicing alternativo tiene implicaciones importantes
en el control tumoral, pues se reportan isoformas relacionadas a la angiogénesis,

invasion, progresion y metéstasis celular e inhibicion de la apoptosis.

En la actualidad, los tratamientos basados en quimioterapias, radioterapias,
hormonales e intervenciones quirdrgicas reducen el nimero de células tumorales,
sin embargo, presentan una gran desventaja al no ser especificos y no discernir
entre células sanas y células tumorales. Estos tratamientos resultan ser
desgastantes fisica y animicamente para el paciente, por lo que se requiere del
uso de terapias mas precisas y menos agresiva. En las Ultimas décadas, han
surgido terapias génicas como coadyuvantes de los tratamientos de eleccion y un
ejemplo corresponde a los oligonucleétidos antisentido (ASOs, por sus siglas en
inglés: AntiSense Oligonucleotides). Estos ASOs son disefiados para corregir un
evento anémalo de splicing y ya han sido empleados con éxito para el tratamiento
de la atrofia muscular espinal, al ser capaces de restablecer la expresion de la
isoforma funcional de la proteina SMN2. Estos antecedentes indican que la
reprogramacion de eventos de splicing a través del disefio de oligonucleétidos
antisentido constituye una herramienta prometedora que podria permitir la
expresion de isoformas proteicas, que supriman el desarrollo tumoral y promuevan

la muerte celular.



1.1 Generalidades del splicing

1.1.2 Splicing constitutivo

El splicing constitutivo es el mecanismo menos frecuente en organismos
eucariotas, que controla la cantidad de ARNm maduro al precisar el corte de
intrones y empalme de exones, por lo que no favorece la diversidad de isoformas.
Este tipo de mecanismo no solo actia durante la transcripcién, pues se ha
propuesto su participacion en diferentes eventos como el mejoramiento de la
expresion a través del proceso “intron mediated enhancement”, asi como el
incremento de los niveles de ARN no codificantes, entre ellos los microARN
intronicos, ademas de que facilita el estudio de diversos tipos de splicing
alternativo. Se ha comprobado que la eficiencia del splicing constitutivo esta
determinada por las concentraciones del complejo proteico de splicing
(espliceosoma) y las caracteristicas de las secuencias presentes en los limites

exon/intron (11).
1.1.2.1 Elementos en cis que definen eventos de splicing

Los elementos en cis son secuencias especificas y conservadas, que se
encuentran a lo largo del pre-ARNm, en especial, en las uniones exén/intron (1). El
intron presenta un sitio de splicing 5’ (5’SS) al inicio, determinado por la secuencia
dinucleétido GU, y un sitio de splicing 3’ (3’'SS) al final, rico en secuencias AG.
Ademas, 15-50 nucledtidos rio arriba de 3'SS, se ubica el punto de ramificacion
(BP, por sus siglas en inglés: Branch Point) (rico en adenina) y un tracto de
polipirimidina (PPT, por sus siglas en inglés: PolyPyrimidine Tract), que mas tarde

seran reconocidas por el espliceosoma (Figura 1a) (2,12).
1.1.2.2 Conformacién del espliceosoma

El splicing constitutivo es un proceso complejo y sistematico, que requiere de la
union ordenada de las ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SNnRNP, por sus
siglas en inglés: Small Nuclear Ribonucleproteins) Ul, U2, U4, U5 y U6 para
formar el centro catalitico del espliceosoma, y de esta manera, llevar a cabo el

corte de intrones y empalme de exones(1,2). Estructuralmente, cada una de las



SnRNP presenta un grupo caracteristico de proteinas, ademas de un anillo
formado por siete proteinas Sm (13). Ademas de las snRNP’s, existen otras
proteinas que participan en la formacion del espliceosoma; tal es el caso del factor
de splicing 1 (SF1, por sus siglas en inglés; Splicing Factor 1) que es
indispensable, ya que interactia con el subcomplejo SF3bl de la proteina U2 y
favorece los eventos de omision de exones (14). También, se ha reportado la
actividad de las ARN/helicasas Brr2, Prp2, Prpl16 y Prp22 durante el ensamble del

espliceosoma y los procesos de transesterificacion (15).
1.1.2.3 Proceso de formacion del complejo espliceosomal

El ensamble del espliceosoma pasa por siete etapas, que se diferencian por la
unién de cada snRNP, denominados, 1) complejo pre-catalitico (B), 2) complejo
activado (B2°v°), 3) complejo cataliticamente activado (B*), 4) espliceosoma paso
catalitico | (C), 5) complejo activado paso catalitico Il (C*), 6) complejo post-
catalitico (P) y 7) estructura de lazo del intron (ILS, por sus siglas en inglés: Intron
Lariat Spliceosome) (Figura 1b)(15).

La reaccion inicia con el reconocimiento de la proteina Ul al 5’'SS, luego se une
SF1 a la secuencia BP y U2AF65 al 3'SS para formar el complejo E (2).
Posteriormente, se promueve el intercambio de SF1 por U2, mediante la actividad
de las ARN/helicasas sub2/UAP56 y Prp5, que promueven la formacion del
complejo A (15,16). Enseguida, el complejo de las tri-snRNP U4/U6.U5 se acopla
al 5'SS. Mientras tanto, el paso del complejo B a B@t0) es realizado por la
helicasa Brr2, que disocia las snRNP’s U1 y U4 y promueve su salida. Luego, la
helicasa Prp2 permite la conversion del complejo B(ctivo) g B* (Figura 1b). El primer
paso de transesterificacion surge a partir del ataque nucleofilico del hidroxilo de la
adenosina, que forma parte de la secuencia BP, al grupo fosfato del 5’SS,
liberando asi el extremo 5’ del intrén dejando atras la estructura en forma de lazo
intrén. En la segunda reaccioén, el grupo hidroxilo del 5’SS ataca al grupo fosfato
del 3'SS, lo cual produce la liberacion del intrén y el empalme de los exones,
ademas de la liberacién de las snRNP’s y el reinicio del ciclo (Figura 2)
(2,13,15,16).
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Figura 1. Ensamble del complejo espliceosomal y elementos reguladores de splicing alternativo.

a) El pre-ARNm esta conformado por los exones 5’ y 3, que flanquean el intron. Este presenta un sitio de splicing 3’
(3'SS), determinado por la secuencia GU, y un sitio de splicing 5’ (5’'SS), que expresa la secuencia AG. De lado
izquierdo del sitio 3'SS, se localiza el tracto de polipirimidina (PPT). Ademas, entre 20-50 nucleétidos rio arriba de
3'SS, se encuentra el sitio de ramificacion (BP), que se caracteriza por la presencia de una adenina. Los rectangulos
ejemplifican los exones, mientras tanto la linea negra simboliza el intrén.

b) El espliceosoma es un complejo multiproteico, que cataliza la remocién de intrones y el empalme de los exones para
producir ARNm maduros. Este complejo estd formado por las ribonucleoproteinas U1, U2, U4/U6.U5 y factores
asociados. En esta seccion, se esquematiza paso a paso la interaccion de las snRNP’s para el ensamble del
espliceosoma en mamiferos. Este proceso requiere de las ATPasas/helicasas dependientes de ARN que actlan en
distintas etapas del ciclo para catalizar el reordenamiento del ARN. Modificada de Shi, 2017 (15).
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Figura 2. Reacciones de transesterificacion en el splicing alternativo.

En el siguiente esqguema se explican las reacciones de transesterificacion involucradas en el splicing alternativo. El

paso 1 es el ataque nucleofilico del 2’0OH, proveniente de la adenosina del sitio de ramificacion, al grupo fosfato del

intron &', liberando asi el exén 5’ y generando el lariat intron. El paso 2 implica la ligacién de los exones, mediante el
ataque nucleofilico de 3'OH del exén 5, al fosfato del 3'SS. Modificada de Wilkinson y cols., 2020 (13).

Lariat intron

1.1.3 Splicing alternativo

El splicing alternativo es el proceso dinamico empleado para la maduracion y
expresion en el 95% de los genes humanos (17,18). Este fenbmeno participa en la
regulacion de diferentes procesos celulares como: la diferenciacion celular, la
homeostasis celular y el desarrollo de tejidos, ademas que regula la expresion
génica y promueve la diversidad proteica (1,4). En organismos eucariotas, el
splicing alternativo regula la activacién de distintos mecanismos como: el tiempo
de floracion en Arabidopsis, la virulencia de hongos patdgenos, la termogénesis de
ratones y el desarrollo en gusanos, moscas, ratas y primates (3). Contrario al
splicing constitutivo, el splicing alternativo consiste en la eliminacion o inclusién de
intrones o de exones de manera diferencial, lo que genera multiples transcritos
con actividad distinta (3,8). Se ha observado que el procesamiento de los poco
mas de 21 000 genes humanos, generan mas de 100 000 transcritos, de manera
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que, la diversidad proteica es el resultado de la combinacion de eventos de
empalme simples para formar transcritos complejos (18,19). Se han descrito los
siguientes patrones de splicing alternativo: (1) retencion de intrones, (2) omision
de exones, (3) sitio donador alternativo 5’, (4) sitio aceptor alternativo 3’ y (5)
exones mutuamente excluyentes (Figura 3) (20).

1.1.3.1 Retencién de intrones

La retencion de intrones (RI) es el evento menos estudiado, que se caracteriza por
la inclusion total o parcial de intrones, incluso se pueden observar uno o varios
intrones en un mismo ARNm maduro (Figura 3) (21,22). Este evento ocurre
principalmente en organismos eucariotas unicelulares como plantas, virus y con
menor frecuencia en mamiferos. En ocasiones, la expresion de este evento
involucra la alteracién y/o pérdida de la funcion proteica. Un ejemplo claro, que

define RI, es la proteina rica en glutamato y arginina 1 (ARGLU1) (19,22).

Las funciones de ARGLUL aun no estan claras, sin embargo, se ha reportado la
interaccion de ARGLUL1 con diferentes componentes del espliceosoma, dentro de
ellos, las ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SNnRNPs, por sus siglas en
inglés: Small Nuclear RiboNucleoProteins) y las proteinas ricas en serina-arginina
(SR). En Drosophila, se ha identificado a CG31712, homélogo de ARGLUL, que
interactia con la snRNP U1-70K, por lo que podria estar implicado en el
ensamblaje del espliceosoma. Ademas, que el ARNm de ARGLU1 experimenta la
retencion del intron 2, localizado entre los exones 2 y 3. En consecuencia, la RI
altera la regulacion del splicing sobre el mismo gen y el transporte del ARNm,
pues pierde la capacidad de exportarse hacia el citoplasma y permanece en el

nucleo.

Durante la transcripcion, se ha observado la asociacion de ARGLULl y la
subunidad del complejo mediador 1 (MED1). MED1 actia como un coactivador de
la transcripcion, que, a su vez, se une al complejo mediador transcripcional. Este
complejo se encarga de difundir la sefial de activacion de la transcripcion a la ARN

polimerasa |l y los factores asociados para asi garantizar el proceso, por lo cual

12



ARGLU1 podria ser un acoplador tanto para el splicing como para la transcripcion
(22).

1.1.3.2 Exitrones

Comunmente, Arabidopsis thaliana muestra eventos de RI, de los cuales el 11%
corresponde a exitrones. Los exitrones (intrones exonicos) son secuencias
intrénicas dentro de exones, que producen isoformas mas cortas, desordenadas y
sujetas a cambios postraduccionales. En A. thaliana, las proteinas expresadas por
la Rl no cuentan con dos sitios de fosforilacién y un motivo de union a ATP, que la
isoforma larga de RI presenta. En mamiferos, estos exitrones modifican el marco
de lectura rio abajo, ademas de que inciden en varios procesos celulares,
incluyendo la union a ADN durante la transcripcion, la activacion de factores de
replicacion y la disminucion de la localizacion de la matriz nuclear; esto ultimo se

ha relacionado con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (19).
1.1.3.3 Omision de exones

La omision de exdn o empalme de exdn en cartucho (ES, por sus siglas en inglés:
Exon Skipping) comprende del 50 al 60% total de eventos de empalme alternativo,
por lo que es el evento mas comun en genes humanos (7). El empalme de exén
en cartucho consiste en la eliminacion y/o inclusion total de un exoén intermedio,
flanqueado por dos exones, que genera dos proteinas funcionalmente distintas
(Figura 3) (7,20). En comparacion con el splicing constitutivo, los exones en
cartucho presentan un menor contenido de guaninas y citocinas (GC), mayor

debilidad de los sitios de splicing y mayor nimero de codones de término (7).

Diversos estudios han demostrado que los eventos de empalme de exén en
cartucho estan relacionados al desarrollo de multiples enfermedades como cancer
renal, pérdida auditiva, atrofia muscular espinal y cancer de hueso (7,12,23). En la
atrofia muscular espinal (SMA, por sus siglas en inglés: Spinal Muscular Atrophy),
las eliminaciones homocigoticas alteran el gen SMNL1, lo que origina pérdida de la
proteina de supervivencia de las neuronas motoras (SMN) (24). Ante esta pérdida,

se activa la produccién de SMN2, que presenta una estructura similar a SMN1. Sin
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embargo, el procesamiento de SMN2 favorece la omision del exén 7, que
compromete la funcionalidad de la proteina (12). Otro ejemplo, el oncogén
homologo E26 del virus de la eritroblastosis aviar V-ets (ERG, por sus siglas en
inglés: the ETS Related Gene), juega un papel importante en la hematopoyesis,
maduracion de condrocitos, desarrollo 6seo, apoptosis y migracion celular. El exén
7 de ERG puede llegar a omitirse debido a un evento de splicing alternativo y en
este caso el fenotipo corresponde a impedir la maduracién de condrocitos y el
remplazo del cartilago con hueso. Por otro lado, se ha reportado el uso de exones
en cartucho como blanco terapéutico para generar proteinas funcionales en el

sindrome de miastenia congénita (7).
1.1.3.4 Sitio donador alternativo 5’

El sitio donador alternativo 5’ (A5’SS, por sus siglas en inglés: Alternative 5’ Splice
Site) es el evento en el cual se pueden elegir diferentes sitios 5’ de afinidad
variable por el espliceosoma, lo que deriva en la retencion de un fragmento del
exén (Figura 3) (20,21). Este tipo de eventos se observa en los genes XIST y
ERG.

XIST (XIST, por sus siglas en inglés X-inactive specific transcript) es un ARN no
codificante indispensable para la desactivacion del cromosoma X, por lo tanto, su
incorrecta expresion dificulta el desarrollo embrionario. XIST presenta dos
isoformas; la isoforma corta (XIST-S) y la isoforma larga (XIST-T) producidas por
el A5’SS. Mientras tanto ERG (ERG, por sus siglas en inglés, ETS Related Gene)
es un gen regulador de la transcripcion que experimenta un agregado del exon 7,
denominado 7-b, que suscita la proliferacién, invasion celular y apoptosis en

osteosarcoma (23).
1.1.3.5 Sitio aceptor alternativo 3’

El sitio aceptor alternativo 3’ (A3’SS, por sus siglas en inglés: Alternative 3’ Splice
Site) constituye aproximadamente el 18% del total de eventos de splicing
alternativo (25). Este evento ocurre cuando la maquinaria del empalme reconoce y

elige un sitio 3’ variable, de manera que, se modifica la longitud del transcrito
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generado (Figura 3) (21), como por ejemplo el empalme del factor de crecimiento
endotelial vascular 165b (VEGF-A 165b, por sus siglas en inglés: Vascular
Endothelial Growth Factor- A 165b, los numeros sefalan la cantidad de

aminoacidos en la proteina y la letra indica la funcionalidad anti-angiogénica) (20).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés:
Vascular Endothelial Growth Factor) es una familia de receptores, encargados de
regular la formacion de vasos sanguineos (angiogénesis) en células sanas y
anormales (20). Esta familia estd conformada por cuatro miembros (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D) donde VEGF-A es el mayor estudiado, pues es el
estimulador principal de la angiogénesis, la permeabilidad, la migracién y la
supervivencia celular, ademas de ser una excelente diana terapéutica contra el
cancer (26). A su vez, VEGF-A se subdivide en dos grupos segun la funcionalidad
de sus isoformas, ya que las isoformas denominadas 1) VEGF-A xxx a muestran
un efecto pro-angiogénico y las isoformas 2) VEGF-A xxx b presentan actividad
anti-angiogénica (27). En especial, VEGF-A 165b es la variante anti-angiogénica
conformada por ocho exones, que experimenta un A'3SS distal en el exén 8,
localizado 66 pares de bases (pb) rio abajo del A’3SS convencional, o que da
como resultado un recortamiento del exén 8 (exdon 8b) y cambio en la
funcionalidad (26).

1.1.3.6 Exones mutuamente excluyentes

El evento de exones mutuamente excluyentes (MXE, por sus siglas en inglés:
Mutually eXclusive Exons) es la retencion competitiva entre dos exones para
formar multiples isoformas, por lo que no se observan dos exones consecutivos.
Este tipo de eventos ocurre en un 33% de los eventos de splicing alternativo
(Figura 3) (20,21,28).

La piruvato cinasa del musculo (PKM, por sus siglas en inglés: Pyruvate Kinase
Muscle) es una de las enzimas encargadas de regenerar la energia celular, a
traveés de la transformacion de fosfoenolpiruvato y ADP (ADP, por sus siglas en
inglés: Adenosin DiPhosphate) a piruvato y ATP (ATP, por sus siglas en inglés:

Adenosin TriPhosphate) en la via glucolitica. Durante el procesamiento de los
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ARNm, PKM sufre eventos de MXE en los exones 9 y 10, lo que promueve la
formacion de las variantes PKM1 y PKM2 (28). Las actividades de PKM1 y PKM2
son distintas, pues PKML1 prevalece en tejidos diferenciados, actta en el proceso
metabolico de la fosforilacion oxidativa y suprime el desarrollo de tumores
(oncogénesis). Caso contrario a PKM2, que predomina en tejido embrionario y
células cancerosas, por lo que activa la transcripciéon de oncogenes y contribuye

en la oncogénesis (29).
1.1.3.7 Seleccion de sitios de poliadenilacion alternativos

La retencion de mas de un sitio de poliadenilacion en el ARNm, se denomina
poliadenilacion alternativa (Figura 3). Esta se puede clasificar en 1) poliadenilacién
alternativa de regién no traducida (UTR-APA, por sus siglas en inglés:
UnTranslated Region- Alternative PolyAdenylation) y 2) poliadenilacion alternativa
de region codificante (CR-APA, por sus siglas en inglés: Coding Region-
Alternative PolyAdenylation) (30). La UTR-APA exhibe varios sitios poliadenilados
en la region 3’ no traducible (3’UTR, por sus siglas en inglés: 3’ UnTranslated
Region), lo que produce una reduccion de la region, pero sin modificar la region
codificante (28).

Contrario a UTR-APA, CR-APA se distingue por la presencia de multiples sitios de
poliadenilacion en exones e intrones. Ademas, el reconocimiento de los diferentes
sitios de poliadenilacién, da como resultado el empalme de diferentes exones en el
extremo 3’ del transcrito (17,20,30). Algunos oncogenes utilizan la poliadenilacién

alternativa para su activacion; en particular CCND1(28,30).

La ciclina 1 (CCNDL1; por sus siglas en inglés: CyCIiN D1) es una proteina, que
participa en la transicion de las etapas G1-S del ciclo celular y que con frecuencia
se ve alterada en procesos cancerigenos. Durante el procesamiento del ARNm,
CCDNL1 expresa las isoformas CCNDla y CCND1b, que son productos derivados
de UTR-APA y CR-APA, respectivamente. CCD1a es la isoforma comudn, que
incluye los exones 1-5. En cambio, CCD1b es la variante oncogénica que se forma
a partir de los sitios de poliadenilacién, localizados en el intrén 4, lo que da como

resultado la retencién del intron 4, la anticipacion del codén de parada y la
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exclusion del exdén 5. Ademas, que la sobreexpresion de la isoforma acelera la

proliferacion tumoral (30).

1.1.3.8 Seleccion de sitios promotores alternativos

Los sitios promotores alternativos son elementos localizados en el extremo 5’, que
forman diferentes transcritos, a partir de la variabilidad de los primeros exones, por
lo que cada transcrito difiere de la region no traducida 5’ (UTR, por sus siglas en

inglés: UnsTranlated Region) o de las secuencias de codificacién, en

consecuencia, esto podria modificar la funcion y la localizacion de la proteina
(17,20,31). Hasta el momento, se tiene poca informacion sobre este tipo de evento
(31).
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Figura 3. Tipos de splicing alternativo en ARNm.

El siguiente esquema muestra los diferentes eventos de splicing alternativo, que se representan en el nicleo celular como:
retencion de intrones, omision de exones, sitio donador alternativo 5’, sitio aceptor alternativo 3’, exones mutuamente
excluyentes, seleccion de sitios promotores alternativos y seleccion de sitios de poliadenilacion alternativos. De lado
izquierdo se muestra el pre-ARNm. De lado derecho se observa el ARNm resultante tras cada evento de splicing
alternativo. Los cuadros simbolizan los exones y las lineas negras continuas representan los intrones. P1: Promotor 1. P2:
Promotor 2. pA: sitios de poliadeninas. Modificada de: Wang y Lee, 2018 (20).
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1.1.4 Factores reguladores del splicing alternativo

Para su correcto funcionamiento durante el procesamiento del ARNm, el
espliceosoma requiere de proteinas adicionales para modular la expresion. El
empalme alternativo esta regulado por factores en trans. Estos factores se dividen
principalmente en dos familias de proteinas: las proteinas SR vy las

ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP’s) (1).
1.1.4.1 Proteinas SR

Las proteinas SR estan constituidas por dos motivos de reconocimiento al ARN
(RRM) ubicados en el extremo amino y un dominio SR localizado en el extremo
carboxilo. En el humano se han reportado 12 proteinas SR (SRSF1-SRSF12)
(12,32). Cada una de ellas se distingue por la longitud y conformacion del dominio
SR, siendo SRSF4 la proteina mas larga, mientras que SRSF7 presenta un
dominio adicional de zinc (33,34). La importancia de los dominios SR radica en
gue es el responsable del reconocimiento de elementos cis (ARNm) asi como de
la interaccidbn con diversos componentes espliceosomales. En este sentido,
SRSF1, SRSF2 y SRSF6 favorecen el reclutamiento de las snRNP’s U1y U2 a los
sitios 5’SS y 3’SS (9). No obstante, SRSF2 puede inhibir el empalme al unirse a
una secuencia especifica, localizada 20 nucleétidos rio arriba del 3'SS y promover
la exclusion de exones (12). Por otro lado, las proteinas SR pueden unirse al
intron e impedir el reclutamiento de las snRNP’s U1 y U2. Algunas veces, se logra
observar la competencia entre dos proteinas SR al reclutar a la snRNP U2
mediante su unibn a exones adyacentes. En cambio, se ha observado que
SRSF2, SRSF9, SRSF10 y SRSF12 actian como potenciales represores del

splicing alternativo (33).
1.1.4.2 Proteinas hnRNP’s

Las hnRNP’s son proteinas que presentan uno o varios motivos de reconocimiento
al ARN (RRM, por sus siglas en inglés: RNA Recognition Motif), uno o mas
dominios de homologia K (KH, por sus siglas en inglés: K Homology) y/o una

secuencia rica en arginina/glicina (35). En humanos, se han encontrado alrededor
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de 20 proteinas pertenecientes a este grupo (Al-U), cuya localizacion celular
puede ser el ndcleo, la mitocondria, el citoplasma o membrana citoplasmatica
(36,37). En procesos moleculares, las hnRNP’s juegan un papel importante en el
control de la expresidbn génica al modular mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales, dentro de los cuales se incluye la poliadenilacion, el
procesamiento del ARN, asi como su limitacion, modificacion, exportacion,
localizacion, traduccion y recambio. Dentro de todas sus actividades, la principal
funcién de las hnRNP’s en el splicing alternativo; es regular la expresion del
ARNmM por medio de la inhibicion, dicho de otra manera, evita la union del
complejo espliceosomal al ARNm; tal es el caso de la hnRNP L y el transcrito de la

caspasa 9 (35).

Las caspasas son un grupo de cisteina proteasas, que fragmentan residuos de
aspartato y desintegran la célula para llevarla hacia la muerte celular (apoptosis)
cuando las condiciones de la célula no son favorables, debido al desgaste celular,
la disminucién de los niveles de oxigeno (hipoxia), el dafio irreparable al ADN y/o
la expresion excesiva de oncogenes. El grupo de caspasas comprende de la
caspasa 1 -11 y de acuerdo con su funcion estas se dividen en dos grupos:
iniciadoras y efectoras. Las caspasas iniciadoras 8, 9 y 10 son las principales
encargadas en recibir las sefiales pro apoptéticas. En cambio, las caspasas
efectoras 3, 6 y 7 dependen de las caspasas iniciadoras, es decir las caspasas 8,
9y 10, para su activacion mediante la escision de la subunidad catalitica pequefia

(por su nombre en inglés: Small catalytic subunit) (38,39).

Entre las caspasas mencionadas, el transcrito de la caspasa 9 sufre eventos de
inclusion y exclusién de los exones en cartucho 3, 4, 5y 6, lo que da lugar a la
formacion de las variantes 9a (proapoptética) y 9b (antiapoptética),
respectivamente. En este escenario, las hnRNP U y hnRNP L se unen al exon 3
para lograr la formacion de las variantes. La diferencia es que la hnRNP L inhibe la
inclusion de los cuatro exones y forma la variante 9b, mientras que, hnRNP U
favorece la inclusién de los exones, lo que da como resultado la variante 9a

(40,41). Asimismo, Gu y cols., mencionan que hnRNP L actia como un activador
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en eventos de retencion de intrones (36). Como ya sabemos las hnRNP’s son
proteinas que inhiben el splicing alternativo, asi como tienen la capacidad de
activarlo. Esto depende de la union de las hnRNP’s a los elementos reguladores

(35,36), que se describen en el siguiente apartado.
1.1.5 Elementos reguladores del splicing alternativo

El splicing alternativo participa en la regulacion de la expresion génica, la
homeostasis celular y el desarrollo de tejidos (21,32,35). A su vez, este proceso es
modulado gracias a la union de proteinas SR y hnRNP’s a diversos sitios
reguladores, los cuales pueden potenciar y/o inhibir el reconocimiento del
espliceosoma de un sitio en particular (1,2,25). Para estudiar la regulacion del
splicing, se han descrito cuatro tipos de elementos reguladores de splicing (SRE),
gue son los siguientes: 1) potenciadores exodnicos de splicing (ESE, por sus siglas
en inglés: Exonic Splicing Enhancer), 2) potenciadores intrénicos de splicing (ISE,
por sus siglas en inglés: Intronic Splicing Enhancer), 3) silenciadores exénicos de
splicing (ESS, por sus siglas en inglés: Exonic Splicing Silencer) y 4) silenciadores
intronicos de splicing (ISS, por sus siglas en inglés: Intronic Splicing Silencer) (2).
Generalmente, las proteinas SR reconocen sitios ESE, que favorecen la inclusién
de los exones (25,33). En contraste, las hnRNP’s se unen a los sitios ESS e
impiden la unién de las snRNP’s al tracto de polipirimidina, de manera que inhiben
el empalme de los exones (Figura 4) (21,25). Recientemente, se ha reportado
actividad inversa en estas proteinas, en otras palabras, las proteinas SR son
capaces de excluir exones, mientras que las hnRNP’s favorecen la inclusion de
ciertos exones. De esta forma, la actividad de las proteinas SR y hnRNP’s
depende de su concentracion relativa, del contexto celular y de su uniéon a
secuencias especificas (1,25). No obstante, un desbalance en la concentracién o
disponibilidad de estos factores de splicing puede inducir a la produccién de

isoformas aberrantes que puedan favorecer la progresion tumoral o interrumpir la
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funcion de varios supresores tumorales, por ejemplo, en cancer de mama (20).

us | us SR
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Figura 4. Elementos reguladores del splicing alternativo

Los elementos reguladores se localizan a lo largo del transcrito. Las proteinas SR reconocen los elementos
potenciadores de splicing exénico (ESE), que tienen la capacidad de activar el splicing alternativo. De manera
contraria, las proteinas hnRNP’s se unen a los elementos silenciadores de splicing exénico (ESS) para impedir la
llegada de las snRNP’s e inhibir el splicing alternativo. Ademas, la interaccion de los elementos potenciadores
intronicos (ISE), ubicados dentro del intron, con las proteinas SR favorece la exclusion de los intrones. Modificada de
Martinez-Montiel y cols., 2015 (142).

2.1 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad que se considera heterogénea debido a su
diversidad biologica, morfolégica, fenotipica y molecular, lo que facilita su
propagacion a los tejidos cercanos (42). Este tumor ocupa el primer lugar entre las
neoplasias mas frecuentes a nivel mundial. En México, cada afio existen 40.5
casos nuevos por cada 100 mil mujeres. Ademas que es la primera causa de
muerte por cancer con 7931 decesos (43). El hallazgo de tumores mamarios sigue
siendo mas frecuente en mujeres, pero esto no impide su desarrollo en hombres
(44). Hasta el momento se desconocen los origenes de esta enfermedad, sin
embargo, si se comprenden los factores de riesgo. Existen factores extrinsecos e
intrinsecos como la edad, la etnia, la dieta, la actividad fisica, el consumo de
alcohol, la diabetes y la exposicion a tratamientos hormonales, que podrian
intervenir en el desarrollo de células cancerigenas (45).

2.1.1 Clasificaciones del cancer de mama

El seno es una estructura corporal compuesta principalmente por tejido conjuntivo
(vasos sanguineos y ganglios linfaticos), tejido adiposo (grasa) y tejido glandular
(lobulillos). Los lobulillos son las glandulas productoras de la leche, que a través
de los conductos y senos lactiferos drenan la leche hacia el pezén para ser
extraida por el bebé (46). Este tipo de glandulas y conductos son relevantes en la

carcinogénesis, pues la mayoria de los tumores se alojan en estas estructuras
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(46). Tomando en cuenta lo antes mencionado podemos decir que el cancer de
mama es el crecimiento andmalo de células epiteliales mamarias en conductos y/o
lobulillos mamarios, que pueden migrar hacia otros érganos (metastasis) a traves

de los vasos linfaticos mamarios y axilares (46—48).

Con el paso del tiempo, el cancer de mama ha adquirido varias clasificaciones

segun la invasividad, localizacion anatomica, estadio y grado molecular (2,49,50).
2.1.1.1 Clasificacion acorde a la invasividad

La siguiente clasificacion describe la invasion de las células tumorales dentro o

fuera de los lobulillos y conductos lactiferos (49).
Cancer de mama no invasivo

El cAncer de mama no invasivo o carcinoma in situ es aquel tumor que no se ha
propagado mas alla de los lobulillos o conductos lactiferos, por lo que no invade
otras partes del cuerpo (49). Esto genera un prondstico favorable, luego de que
~98% de los pacientes no mostraron reincidencia del cancer en los siguientes 5
afos (47). A pesar de que este no se extiende, existe la posibilidad de que el

tumor progrese, migre y se convierta en cancer de mama invasivo (49).
Céancer de mama invasivo

El cancer de mama invasivo o cancer de mama metastasico sucede cuando las
células cancerigenas se extienden fuera de la membrana basal y migran a los
diferentes 6rganos del cuerpo mediante el torrente sanguineo y sistema linfatico.
Es mas comun, que este tipo de carcinoma se extienda a el cerebro, el higado, los
huesos y los pulmones (49). En este caso, la metastasis representa el peor
prondéstico, pues solo el 23% de los pacientes sobreviven 5 afios después del
diagnastico (47).

2.1.1.2 Clasificacion segun la localizacién anatomica

El cancer de mama, también, se puede clasificar segun su localizacidon anatdmica
e invasividad, pues la mayoria de ellos se desarrollan en las estructuras internas
del seno (49).
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Carcinoma lobulillar infiltrante

El carcinoma lobulillar infiltrante o carcinoma lobulillar invasivo se desarrolla en el

interior de los lobulillos y se propaga a otras partes del cuerpo humano (49).
Carcinoma ductal infiltrante

El carcinoma ductal infiltrante, también conocido como carcinoma ductal invasivo,
son las células tumorales que invaden los conductos lactiferos y se expanden a la
pared del conducto para posteriormente migrar a otras zonas del cuerpo (49). Es
importante mencionar, que este subtipo de carcinoma es el mas frecuente y

simboliza del 70-80% total de los carcinomas invasivos mamarios (47).
Carcinoma tubular

Este tipo de neoplasia pertenece al grupo de carcinomas invasivos, sin embargo,
las pacientes que contraen carcinoma tubular tienen mayor esperanza de vida,

gue aquellas con diferentes tipos de carcinomas invasivos (49).
2.1.1.3 Tipos de estadios en cancer de mama

El Comité Conjunto Americano del cancer (AJCC, por sus siglas en inglés:
American Joint Comittee on Cancer) ha desarrollado un sistema de categorizacion,
llamado TNM, para el cancer de mama. El sistema TNM clasifica con base al
tamafo del tumor (T), el dafio a los ganglios linfaticos (N) y la metastasis (M), por

lo que se ha divido en cuatro estadios. Los estadios se describen en la tabla (50).
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Estadio Descripcion

Las células tumorales se mantienen dentro de la mama

sin invadir el tejido normal préximo.

El tumor mide 2 cm 0 menos.
I De 1 a 3 ganglios linfaticos axilares pueden estar

invadidos por las células tumorales.

IIA: El tumor mide entre 2y 5 cm.

De 1 a 3 ganglios linfaticos axilares estan invadidos.

I [IB: El tumor mide mas de 5 cm.
Las células cancerigenas no han invadido los ganglios

linfaticos axilares.

" El tumor se ha propagado a la pared toracica o la piel de
la mama y ganglios linfaticos axilares.

El cancer ha realizado metastasis y se ha propagado a
\Y, organos distantes como: hueso, higado, cerebro o

pulmones.

Tabla 1. Sistema TNM para la estadificacién del cancer de mama

2.1.1.4 Clasificacion del cancer de mama segun la presencia de receptores

hormonales

Molecularmente, el cancer de mama se puede clasificar a medida que expresa el
receptor de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor del factor
de crecimiento epidérmico (HER2*). De tal manera que existen cinco subtipos, los
cuales se han clasificado en 1) Luminal A (ER+, PR+, HER2"), 2) Luminal B (ER*,
PR, HER2 0 ER*, PR*/PR", HER2*), 3) HER2 positivo (ER", PR, HER*), 4) triple
negativo (TNBC) (ER", PR, HER2") y 5) tumores de tipo normal (1,2,51-53). Cada
subtipo se logra identificar diferencialmente, debido a los distintos prondsticos y
respuestas a terapias, ademas que esto permite una mejor experimentacion in
vivo sin problema alguno (1,2). Estudios previos han reportado que el subtipo
luminal A es el cancer de menor grado y de excelente pronostico, que comprende

del 40-50% de los canceres de mama invasivos. Por el contrario, el subtipo luminal
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B es el de mayor grado y peor prondstico, que requiere de terapias adicionales
como la quimioterapia (54). Ademas, HER2* es el subtipo de mayor sensibilidad al
tratamiento que, si no se detecta a tiempo, permite el desarrollo de canceres
agresivos (42). La mediana de supervivencia es un factor que oscila entre 12, 20,
56 y 101 meses; esto para pacientes con cancer triple negativo, tipo luminal,

HER2 positivo e invasivo respectivamente (1,55).

Las evidencias sugieren que un diagnostico temprano podria ayudar en la
efectividad del tratamiento, aumentar la supervivencia del paciente y reducir
gastos en el sector salud, ademas de reducir el nimero de muertes a causa de
esta enfermedad. No obstante, esto podria variar segun el subtipo de cancer
diagnosticado, ya que se ha observado que en mujeres jovenes prevalecen
subtipos de cancer de mama mas agresivos e invasivos que afectan la eficacia del

tratamiento hormonal (56,57).

3.1Desregulacion del splicing alternativo de genes asociados a cancer de

mama

En condiciones normales, las células pueden crear de 8 -10 isoformas a partir de
un mismo gen mediante el splicing alternativo, por lo que favorece la diversidad
del proteoma. En cambio, los defectos en este mecanismo contribuyen a la
formacion de isoformas andémalas, que participan en el desarrollo de multiples
enfermedades, entre ellas enfermedades genéticas y cancer (58). Particularmente,
las células tumorales muestran un incremento del 30% de los eventos de splicing
alternativo, por lo tanto, se ha convertido en una marca distintiva del cancer (1,9).
La regulacién del splicing alternativo juega un papel importante en el control de la
expresion génica; sin embargo, en ocasiones se producen alteraciones genémicas
que favorecen el incremento de la proliferacion celular, la vascularizacion, la
invasion, la metastasis y la inhibicién de la apoptosis (1,10). En cancer de mama,
se producen mutaciones somaticas en algunas proteinas SR, hnRNP’s y snRNP’s,
lo que promueve la produccion de variantes oncogénicas y modifican la
funcionalidad proteica (9). Las hnRNP’s muestran una frecuencia de mutacion del
0-14.9% y se ha registrado una sobreexpresion de la proteina hnRNPM mutada en

25



cancer de mama (5). Esta sobreexpresion de hnRNPM mutada aumenta la
invasion, la transicidon epitelio-mesénquima y favorece la expresion de las
variantes de CD44 asociadas al aumento en la agresividad del cancer de mama y
permite clasificarlo como un tumor de alto grado (59). Por otro lado, se ha
reportado que la sobreexpresion de SRSF4, SRSF6 y SRSF9 incrementa la
migracion, invasion y actividad metastasica en diferentes lineas celulares de
mama (47). A continuacién se resume la evidencia disponible para los eventos de

splicing alternativo que mas se han estudiado en el contexto de cancer de mama.
3.1.1 Actividad de los estrégenos mediada por la union a receptores (ER)

La actividad de los estrogenos estd mediada por la union a los receptores de
estrogenos alfa y beta (ERa y ERB) (61). El receptor de estrégenos (ERa) es un
elemento importante a la hora de diagnosticar cancer de mama (62). El 75% de los
canceres que son diagnosticados como ERa positivos responden con éxito al
tratamiento hormonal y a los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6
(CDK4/6). En cambio, los casos ERa negativos tienden a ser potencialmente
agresivos y metastasicos (63). El gen ERa presenta diferentes variantes
generadas por los multiples eventos de splicing alternativo (2). La isoforma clasica
ERw66 longitud completa (FL, por sus siglas en inglés: Full Length) presenta ocho
exones y codifica para una proteina de 66kDa que presenta dos dominios de
activacion transcripcional, AF-1 y AF-2, responsables de Ila regulacién
transcripcional de los ER (61-63). Por otro lado, la isoforma denominada ERa36
es la variante mas corta, que codifica para una proteina de 29 aminoacidos y
carece de los dominios AF-1 y AF-2 (64). Se ha descrito también la isoforma
ER046, la cual se caracteriza por la ausencia de los primeros 173 aminoacidos
que codifican para el dominio AF-1 (62). De manera interesante, las variantes
ER046 y ERa66 muestran secuencias idénticas de aminoacidos desde la posicion
174 a 595 (Figura 5) (2).

En céancer de mama, la sobreexpresion de ERwu36 se asocia con un mal
pronéstico, baja supervivencia y actividad metastasica, ademas que se ha

correlacionado con la resistencia al tratamiento hormonal con tamoxifeno (64—66).
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Asimismo, la sobreexpresion de ERa36 reduce los niveles de expresion de ERa66,
contribuyendo asi al aumento en la proliferacion y diferenciacion de las células
carcinogénicas (67). Por otra parte, se ha reportado la relacion entre ERa36 y PR

al modular la expresion, sefializacion y actividad transcripcional (65).

La isoforma ERa46 se expresa en células cancerigenas de colon, recto y mama
con resistencia al tamoxifeno. La principal actividad de tamoxifeno en ERo, es
antagonizar el dominio AF-2, presente en ERa66 y ERa46, ademas de que es un
agonista de AF-1 en ERa66. Por lo tanto, el tamoxifeno no actia en ERa46 debido
a la ausencia de AF-1. En cancer de mama, se reporta que el tamoxifeno 4-OH
muestra una mayor eficacia que el fulvestrant en la inhibicion de ERo46 y ERu66
en presencia de 17-8 estradiol (E2). La expresion de ERa46 se ha correlacionado
con el estadio y tamarfio del tumor donde predominan los tumores de bajo grado
(grado 1) y tumores pequefios, lo cual indica que podria ser un excelente

biomarcador de evolucién tumoral (62).

AF-1 | Dominio deunibna ADN  AF-2  ERa66 FL
ERa = AF-1 — Dominiodeuniéna ADN=——  AF-2 =— Dominio de unién a ADN ERa36
_________________________________ AF-1 ERa46
Exén10  Exénil  Exén1z BCRAT FL
BRCAT — Exén1o —{INESSHEININ— Exon 12 Exon10 [Exén il BRCA1A11q
Exén10  Exén12 BRCA1 A11
_____ Exén9__ [Exénlo] DMTF1y
DMTF1 —{ERB———————— e— Bxén9 —Bx6ado] DMTF1p
Exin9 ——Eaén 10 OMTF1
HER2
. . . . Ex6n 12 Exén13 Exén 14 0
= Exén 12 Exo6n 13 Ex6n 14 = silvestre
Ex6n 12 ==——=Fx6n 13 Exo6n 14 HER2 112
HER2
- Ex6n 19 Exon 20 |Exén2i HER2 FL
= Exén 19 Ex6n 20 n 2] =—
________________ P I A16 HER2
Exén1 Exén2 Exon 3 [EXGHM KLF6 FL
KLFe — Exond—|[Exén2 \_,.F"‘“‘“_-_ Exén1 Exén2 Exon 3 EXGEN KLF6 SV1
: Survivina
K R Exon 1 Exén 2 Exon 3 Exon 4 silvestre
i REEN RN - N . Survivina
BirC5 —Exén 1—Exo6n 2 Exén 3 Ex6n 4 — Exén1| Ex6n2 Exén 3 Exén4 2B
A o 7 7 ; Survivina
S Exén 1 Exén 2 Exon 4 AEx3

Figura 5. Eventos de splicing alternativo involucrados en el desarrollo de cancer de mama.
El esquema representa multiples eventos de splicing alternativo, que generan isoformas oncogénicas. De lado
izquierdo, se representa el pre-ARNm que sera procesado. De lado derecho, se muestran las isoformas resultantes.
Las lineas oscuras simbolizan intrones y los rectangulos esquematizan exones. Las lineas punteadas indican la uniéon
de los exones. FL: Isoforma de larga longitud. Modificada de Martinez-Montiel y cols., 2017 (52).
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3.1.2 Proteina de susceptibilidad a cancer de mamatipo 1 (BRCA1)

BRCAL es un supresor de tumores que exhibe 23 exones y codifica para una
proteina de 208kDa (68) que se caracteriza por la presencia del dominio de dedo
de zinc RING (RING, por sus siglas en inglés: Really Interesting New Gene), dos
seflales de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés: Nuclear
Localization Signals), dos dominios BRCT (BRCT, por sus siglas en inglés BRCA1
C-Terminal domain) y varios sitios de fosforilacion (69). BRCAL es relevante en la
reparacion del ADN, la proliferacion celular y la regulacion transcripcional (70); sin
embargo, se pueden producir alteraciones que modifican su funcionamiento. Las
mutaciones del gen BRCAL se manifiestan solamente del 2-5% de los casos en
cancer de mama (71). Regularmente, los canceres de mama relacionados a
BRCAL son de alto grado (grado Ill) y ER negativos. Curiosamente, las personas
portadoras de mutaciones en el gen BRCA1l son mas joévenes (<50 afios) y

muestran una peor supervivencia que las no portadoras (72).

El exén 11 codifica al menos el 60% de la proteina, que alberga la sefial NLS, por
lo que es importante para el control del ciclo celular y la reparaciéon del ADN (73).
Por medio de splicing alternativo, se producen tres variantes que se diferencian
por la presencia y/o ausencia del exon 11: 1) BRCAL longitud completa (FL)
(inclusién del exén 11), 2) BRCA1 A11 (omision total del exén 11) y 3) BRCAL
A11q (omisién parcial del exon 11) (74). La formacion de la variante A11q se logra
a partir del uso de un sitio donador alternativo ubicado 117pb rio abajo del exén
11, de modo que excluye la mayor parte del exén y se han reportado niveles de
expresibn mas elevados para esta isoforma que para la variante A1l (73,74).
Cabe resaltar que las dos isoformas carecen de la sefial NLS, lo que imposibilita
su acceso al nucleo (Figura 5) (52). En cancer de mama, existe un desequilibrio de
variantes, ya que se ha observado una reduccion de la expresion de BRCAL1 FL y
una sobreexpresion de BRCA1 A11 y BRCAL Allqg. La sobreexpresion de las
isoformas desregula varios procesos celulares; sobre todo la sobreexpresion de
BRCA1 A11 que altera la mitosis celular, la apoptosis, la respuesta al dafio del

ADN y promueve aneuploidia. Recientemente se han identificado variantes
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génicas en el exdn 10 que permiten la omision parcial o total del exén 11 y se
asocian a la expresion de las isoformas truncas, lo cual indica el riesgo a cancer
de mama (73). Ademas, se ha descrito una region especifica de 41 nucledtidos en
el interior del exén 11, la cual puede ser reconocida por ciertas proteinas SR y
hnRNP, lo que produce el acortamiento y/o ausencia del propio exén (71).

Ante estas caracteristicas, la deteccién de las isoformas de BRCAL, generadas
por el splicing alternativo, pueden ser relevantes para el prondstico de

supervivencia del paciente con cancer de mama.
3.1.3 Factor de transcripcién tipo Myb 1 de unidén a ciclina D (DMTF1)

DMTF1 o DMP1 es un gen localizado en el cromosoma 7921, que genera un pre-
ARNmM de 18 exones (75,76). DMTF1 es un supresor tumoral que detiene el ciclo
celular en la fase S (76). El splicing alternativo de DMTF1 surge a partir de la
inclusion parcial o total del intron 9. En este caso, se producen tres variantes
denominadas 1) DMTF1a (FL), 2) DMTF1p y 3) DMTF1y de composicion variable,
en donde DMTF1a contiene 760 aminoacidos, DMTF1p presenta 272 aminoacidos
y DMTF1y es de 285 aminoacidos (75). De manera interesante, las tres isoformas
presentan secuencias idénticas en los primeros 273 aminoéacidos, lo cual incluye el
dominio de transactivacion (TAD, por sus siglas en inglés: TransActivation
Domain), un sitio de union a ciclina D (CBS, por sus siglas en inglés: Cyclin D
Binding Site) y una parte corta de la regiéon homologa de myb (o myb) (MHR, por
sus siglas en inglés: Myb-Homology Region). Sin embargo, las variantes cortas no

presentan afinidad de union al ADN, lo cual altera su funcionalidad (Figura 5) (77).

En el contexto celular de cancer de mama se ha observado una expresion
disminuida de DMTF1a y una sobreexpresion de DMTF 13 en el 30% de los casos
(28). Investigaciones previas han reportado una eliminacion aproximadamente del
42% de DMTFla y un incremento de DMTF1( entre el 43-60% en tejido mamario
carcinogeénico (28,76). Ademas, las células mamarias carcinogénicas adquieren
resistencia al tratamiento con cisplatino debido a la sobreexpresion de DMTF1.
En modelos de ratones transgénicos se ha relacionado la expresion de DMTF13

con la proliferacion celular (77). Por otra parte, se ha asociado la actividad de
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SRSF5 con la sobreexpresion de DMTF1B3. En este caso, SRSF5 se une a un
elemento potenciador ubicado en el intron 9, que promueve el splicing alternativo

de DMTF1B/y, blogueando asi el reconocimiento por SF1 (75).
3.1.4 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)

HER2 es un gen que forma parte de la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés: Epidermal Growth Factor
Receptor). Este receptor (185kDa) presenta un fragmento lipofilico
transmembranal, un dominio tirosina cinasa intracelular y un dominio extracelular
(ECD, por sus siglas en inglés: ExtraCellular Domain) que interactia con los
factores de crecimiento (78). HER2 es pieza clave en la deteccion tumoral, pues
se sobreexpresa en el 15-20% de los casos reportados en cancer de mama. Estos
se relacionan con una mayor agresividad, metastasis ganglionar y baja

supervivencia (52,79,80).

Las variantes producidas por splicing alternativo a partir del pre-ARNm para HER2
son: HER?2 silvestre y A16HER2. En cancer de mama, la isoforma A16HER2 se
debe a la omisién del exdn 16 (48 pb), que origina una eliminacion en marco de 16
aminoécidos (Figura 5) (79). Esta eliminacion genera un desequilibrio entre los
residuos de cisteina, ademas que promueve la formacion de homodimeros con
puentes de disulfuro y la activacion de AT6HER2 (81). La expresion de AL6HER?2
incrementa los niveles de fosforilacion de tirosina y la sefalizacién de la via Src
(via pro-oncogénica), asi como mejora las propiedades oncogénicas al
incrementar las actividades invasivas, proliferativas, metastasicas y la resistencia
a trastuzumab (79,81-83). Cabe resaltar que el trastuzumab es un anticuerpo
monoclonal activo, que se une a los receptores HER2. Este tipo de tratamiento es
combinado con la quimioterapia para combatir el cancer de mama HER2+. Los
pacientes tratados con este anticuerpo muestran un mejoramiento de la tasa de
supervivencia (47,81). En el contexto clinico patoldgico, la sobreexpresién de
A16HER?2 se ha correlacionado fuertemente con la ausencia del ER, el alto grado
del tumor y la actividad metastasica, de tal forma que se produce una baja
supervivencia en el paciente (81).
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En cuanto al mecanismo de splicing que regula la formacién de AL6HER?2 (igual),
éste involucra la interaccion de las proteinas SRSF3 y hnRNPH1. En este sentido,
se ha reportado que una sobreexpresion de hnRNP H1 y la disminucion de la
concentracion de SRSF3, reduce los niveles de la variante A16HER?2 (igual), con
lo cual se restablecen las propiedades celulares de HER2 (84). Ademas,
Castagnoli y cols., han analizado los sitios de union de los factores de splicing en
A16HER2, mediante el programa RBPmap. En este programa bioinforméatico, se
encontraron los sitios de unién para SRSF1, SFRSF2, SRSF3, SRSF5, SRSF7,
TRA2B, hnRNPF, hnRNPA2/B1, FMR1l, MBNL1 y CUG-BP. Es importante
mencionar que la mayoria de estos participan en la formacion de variantes

involucradas en la tumorigénesis (78).

Desde otro angulo, una reciente investigacion realizada por Hart y cols., detect6 la
expresion de dos nuevas variantes involucradas en la carcinogénesis mamaria,
denominadas HER2-PI9 y HER-I12 (igual). La variante HER2-PI9 (HER2-PI19, por
sus siglas en inglés: HER2 Partial Intron 9) incluye un exdén en cartucho (117 pb)
en el interior del intron 9, esto ocurre 704 pb rio abajo del ex6n 8 y 2016 pb rio
arriba del exon 9. La segunda isoforma, nombrada HER-112 (HER-I12, por sus
siglas en inglés: HER2 Intron 12), retiene el intron 12, que codifica 361 pb (Figura
4). En este caso, HER2-112 tiene importancia en cancer de mama, pues reporta
niveles elevados de expresion, que se asocian con la activacion de la via de
proteinas cinasas activadas por mitébgenos (MAPK, por sus siglas en inglés:
Mitogen Activated Protein Kinases) y la via fosfatidilinositol 3 cinasa/ proteina
cinasa B (PI3K/Akt, por sus siglas en inglés: Phospholnositide 3-Kinase/ Protein
Kinase B) y el mejoramiento de la proliferacion, migracion e invasion celular
tumoral (79).

3.1.5 Factor 6 tipo Kruppel (KLF6)

Los factores de transcripcion similar a Krippel (KLF, por sus siglas en inglés:
Krippel Like Factors) son una familia de activadores de la transcripcion,
conformada por 18 proteinas (KLF1-KLF18). Este grupo de proteinas presentan
tres motivos de union al ADN, llamados dedos de zinc (C2H2), encargados de

31



regular la expresion génica (85). A nivel celular, estos factores participan en la
regulacion del desarrollo, la proliferacién, la diferenciacién, y la muerte celular (86).
Particularmente, el gen KLF6 es un supresor de tumores, ubicado en el
cromosoma 10p15, que codifica para una proteina de 283 amino&cidos (87). La
inactivacion funcional del gen KLF6 puede surgir por mutaciones, pérdidas
alélicas, alteraciones genéticas, metilacion de promotores y modificacion en los
eventos de splicing alternativo (85,88). En consecuencia, permite el desarrollo de
cancer de pulmon, colorrectal, géstrico, glioma, hepatocelular, ovario, cabeza y
cuello (85). Las isoformas involucradas en la oncogénesis son: KLF6 FL, KLF6
SV1, KLF6 SV2 y KLF6 SV3 (89). Cada una de ellas, se distingue por la longitud y
conformacion de los exones segun los sitios donantes y/o aceptores del splicing

alternativo (90).

KLF6 FL es la isoforma nuclear conformada por cuatro exones, que conservan la
actividad supresora de tumores (87). En cambio, KLF6 SV1 es una proteina de
195 aminoécidos, que surge de los eventos A5’SS e incluye un nuevo extremo
carboxilo de 21 aminoacidos. Esta isoforma se caracteriza por la pérdida de los
dominios de dedos de zinc y la conservacion del dominio de activacion KLF, lo que
impide su actividad reguladora y supresora de tumores (Figura 5) (91). La variante
KLF6 SV1 se expresa con mayor frecuencia en procesos cancerigenos,
especialmente, en personas jovenes (<30 afios) (89). En splicing alternativo, la
proteina SRSF1 es un factor importante que contribuye a la formacién de KLF6
FL, pero este no da lugar a la formacion de KLF6 SV1, puesto que la baja
concentracion de SRSF1 favorece la sobreexpresion de KLF6 SV1 (88).La
sobreexpresion de KLF6 SV1 se asocia directamente con la edad, el estado de
supervivencia, los niveles de receptores de hormonas esteroideas, el tamaiio, el
grado del tumor y una baja supervivencia libre de metastasis (85,92). Los tumores
de mayor tamafio y ER positivos muestran correlacion con la presencia de KLF6
SV1 (93). Ademas, existe una correlacion inversa entre la sobreexpresion de KLF6
SV1y la disminucion de E-cadherina, por lo que se suscita la progresion tumoral y
la metastasis (89). En este caso, Hatami y cols., explican que ocurre un

intercambio de E-cadherina por N-cadherina en la célula; cuando los niveles de E-
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cadherina disminuyen, lo que da como resultado la perdida de la adherencia
celular y la facilidad de la transicion epitelio mesénquima (EMT, por sus siglas en

inglés: Epithelial Mesenchymal Transition) (92).

Debouki y cols., sefialan que tanto KLF6 SV1 como KLF6 SV2 se sobreexpresan
en muestras tumorales. De manera contraria, KLF6 FL y KLF6 SV3 reportan
niveles bajos de expresion y no muestran diferencias significativas entre ellas (89).
La expresion KLF6 SV2 no tiene relacion significativa entre la edad, el sexo, la
localizacion del tumor, la clasificacion del tumor, la actividad metastasica y el
estado ganglionar. Sin embargo, se menciona que tiene un efecto supresor
tumoral en cancer colorrectal, por lo tanto, el papel y la concentracién de KLF6
SV2 depende del tipo de cancer (87). KLF6 SV1 y KLF6 SV2 son variantes
situadas en el citoplasma debido al recortamiento parcial de los exones, lo que da
como resultado la ausencia del dominio NLS. Por el contrario, KLF6 FL y KLF6
SV3 son las isoformas que se ubican en el ndcleo gracias a la retencion del exén

2, que codifica para el dominio NLS (2,86,87).
3.1.6 Survivina

BIRC5 (por su nombre en inglés: Baculoviral IAP repeat- containing protein 5) es
un gen, ubicado en el cromosoma 17925, que codifica para la proteina BIRC5S ,
también llamada survivina (94). En 1997, la survivina se identificé por primera vez,
como parte de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP, por sus
siglas en inglés: Inhibitor of Apoptosis Proteins) (95,96). La survivina es una
proteina multifuncional y pequefia de 142 aminoéacidos (16 kDa), que presenta un
dominio BIR (BIR, por sus siglas en inglés: Baculovirus IAP Repeat) (20-90
aminoacidos), una region central enlazadora (90-102 aminoacidos) y una a-hélice
(98-142 aminoacidos) (Figura 6a) (97). Dentro de sus funciones esta regular la
mitosis, la apoptosis y la respuesta al estrés celular (95). Generalmente, la
survivina se expresa en tejidos embrionarios y no es normal su expresién en
tejidos sanos y desarrollados. En condiciones extraordinarias, la survivina se
expresa en tumores malignos, especificamente en cancer de pulmon, vejiga,

estomago, eséfago, pancreas, higado, ovario, Gtero, hematolégico y mama (98).
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En cancer de mama, se ha visto que la survivina inhibe la apoptosis al bloquear
las caspasas 3, 7 y 9 (99). Ademas, se ha visto que los pacientes con niveles
elevados del gen BIRC5 presentan una mayor probabilidad de desarrollar cancer
metastasico y resistencia a la quimioterapia y radioterapia, comparado a las
personas con baja expresion. También, la sobreexpresion de la survivina
citoplasmatica incentiva la proliferacion de células tumorales ER negativas y la

reincidencia a cancer de mama (95,98,100,101).

Comunmente, el ARNm de BIRCS5 presenta cuatro exones dominantes (1, 2, 3y 4)
(Figura 6b) (102). Cada una de ellas se distingue por la localizacion, capacidad de
inducir la apoptosis y el procesamiento del ARNm que sufren por los diferentes
eventos de splicing alternativo, dentro de ellos; la omision de exones y la inclusién
parcial o total de exones. Existen seis isoformas involucradas en la promocion y/o
inhibicion de la apoptosis, denominadas 1) survivina silvestre 2) survivina 2a, 3)
survivina 2-B, 4) survivina 3a, 5) survivina 3-B y 6) survivina AEx3 (Figura 6b)
(103).

Survivina 2a

La survivina 2a es la isoforma corta (74 aminoacidos), ubicada en citoplasma y
nacleo, que carece de los exones 3 y 4, lo que promueve la interrupciéon del
dominio BIR y mejora la apoptosis (Figura 6b). Sin embargo, otros estudios
reportan que la expresion de survivina 2a se relaciona con etapas menores de
cancer de mama (102). Asimismo, Span y cols., cuantificaron los niveles de
expresion de 20 mediante RT-PCR. En este estudio encontraron que la
concentracion de la isoforma 2a se correlaciona directamente con las
caracteristicas clinico-patoldgicas, es decir, la edad del paciente y el estado de los
ganglios linfaticos. En este caso, la concentracion baja de 2a fue mas evidente en
mujeres posmenopausicas mayores, ademas que la sobreexpresion de 2o se

observd en mujeres con 1-3 ganglios afectados (104).
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Survivina 2-B

2-B es la isoforma larga (165 aminoacidos), que muestra una inclusién parcial del
intrén 2 (22 pb) (Figura 6b). La mayor parte de la proteina 2-B (52%) se encuentra
en el citoplasma, mientras que el 22% esta en el nucleo (105). La funcién de la
survivina 2-B no esta completamente definida, ya que algunos estudios reportan
que favorece la apoptosis. Sin embargo, 2-B es capaz de inhibir la apoptosis al
presentar un dominio BIR truncado (102,105). Ademaés, se ha notado que la
sobreexpresion de 2-B favorece la resistencia en los tratamientos dirigidos contra
cancer de mama (97,102). Por otra parte, Khan y cols., cuantificaron los niveles
séricos de 2-B, donde observaron niveles elevados en tumores de grado | vy
niveles bajos o nulos en estadio avanzado (Il/lll y IV), por lo tanto, 2-B es un

indicador excelente de tumores primarios en cancer de mama (106).
Survivina 3a

La principal caracteristica de la variante 3a es que solo incluye 32 nucleétidos del
exon 3, lo cual mantiene completo el dominio BIR y la actividad antiapoptética
(Figura 6b) (106). Previamente, la survivina 3a fue descubierta en la linea celular
NB4 de leucemia promielocitica aguda. Mas tarde, se reportd su expresion en
tumores malignos y tumores benignos mamarios, sin embargo, no se encontré

expresion en tejidos adyacentes normales (107).
Survivina 3-B

La survivina 3-B antiapoptética se caracteriza por conservar el dominio BIR e
incluir una parte del exdén 3. Esta proteina tiene una secuencia de 120
aminoacidos (Figura 6b) (105). En cancer, se ha observado que p53 juega un
papel importante en la expresion de 3-B, puesto que las mutaciones originadas en
p53 determinan la sobreexpresion de la isoforma (108). Ademas, su
sobreexpresion se relaciona directamente con una supervivencia global mas baja
y una resistencia al tratamiento (95). También, las evidencias sugieren que
survivina 3-B tiene propiedades citoprotectoras después de un tratamiento con

fluorouracilo, clorhidrato de epirubicina y ciclofosfamida (108).
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Survivina AEx3

La omisién del exdén 3 promueve la formacion de la variante AEx3 (137
aminoacidos, 15.6kDa) y desplaza el marco de lectura, lo cual modifica el extremo
C-terminal de la proteina (Figura 6b) (105). A diferencia de otras variantes, AEx3
tiene tres dominios; un dominio de localizacién mitocondrial, un dominio NLS y un
dominio homologo a Bcl-2 (BH2, por sus siglas en inglés: Bcl-2 Homology domain)
(10,105). Los dominios BH (BH1- BH4) son regiones estructurales, que forman
parte de la familia de las proteinas 2 del linfoma de células B (Bcl-2, por sus siglas
en inglés: B-Cell Lymphoma 2). Estas proteinas regulan la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa y estan involucradas en la via intrinseca de la
apoptosis, por lo tanto, tienen actividad proapoptética y antiapoptética (38,109). En
este caso, BH2 proporciona una mejor estabilidad a AEx3 al unirse a la caspasa 3,
por lo que exhibe un efecto antiapoptotico (10,105). Ademas, se ha observado que
aproximadamente el 56% de las isoformas de AEx3 se localizan en el ndcleo
durante las fases de division celular G1 y G2 (105). La expresion de AEx3 se ha
asociado con el grado del tumor, pues la mayoria de las muestras de tejidos
mamarios oncogénicos expresan AEx3 en estadios Il, 1l y IV (106).
Investigaciones previas, han demostrado que la proteina SAM68 (SAM 68, por sus
siglas en inglés: Src Associated during Mitosis 68 kDa) reconoce una region
exonica de 22 nucledtidos, situada rio arriba en el exén 3. Esta union determina la
inclusion y/o exclusion del exén 3, ya que cuando SAM68 esta presente, bloguea
la unién de la maquinaria en el extremo 5’ y promueve la omisién del exén 3. Todo
lo contrario, si SAM68 no estad presente, la maquinaria reconoce el sitio 5’ y
favorece la transcripcion de la isoforma completa. Ademas, estos resultados
sefalan que otros factores podrian competir por el reconocimiento del exén 3 (10).
Con base en estos resultados, la isoforma survivinaAEx3 podria ser un blanco

terapéutico.
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Como ya se ha visto, la expresion de las isoformas es inconstante, pues la

mayoria de ellas depende de la localizacion, tipo y estadio del tumor, por lo que la

deteccidn de las isoformas ayudaria en el prondstico de cancer de mama y podria

convertirse en un blanco terapéutico. Desde la perspectiva como dianas

terapéuticas,

es necesario el

implemento de terapias que focalicen el

restablecimiento de la unién de los factores de splicing, lo que daria como

resultado un reordenamiento de isoformas, niveles de expresion y funcionalidad,

ademas de reestablecer el mecanismo celular y reducir el nUmero de células

tumorales.
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Figura 6. Isoformas de la proteina survivina
La siguiente representacion grafica muestra la composicion de isoformas y dominios de la proteina survivina. a) BIRC5
codifica para la proteina survivina, que se caracteriza por la presencia de un dominio BIR y una hélice superenrollada.
b) El splicing alternativo que sufren los pre-ARNm de la survivina, generan seis isoformas. De lado izquierdo, se
esquematiza la region pre-ARNm que serd procesada. De lado derecho, se observa el tamafio y la funcién de la
proteina resultante. Modificada de Santerelli y cols., 2018 (143).

4.1 Oligonucleo6tidos anti sentido como tratamiento contra cancer

Normalmente, los tratamientos contra cancer son invasivos, no selectivos y

dafiinos para las células, pues no diferencian entre una célula sana y una célula

tumoral. Ademas, la mayoria de los pacientes sometidos a radioterapias,
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quimioterapias y tratamientos hormonales experimentan efectos secundarios
desgastantes, que comprometen la salud fisica y mental del paciente. De manera
que, la industria farmacéutica ha buscado nuevos tratamientos basados en la
tecnologia antisentido. La tecnologia antisentido consiste en el disefio de
moléculas sintéticas que tienen como objetivo unirse a secuencias especificas, en
particular el ARNm, para activar o inactivar la expresién génica. Algunos de ellos
son los aptameros, los ARN’s pequeiios de interferencia (siRNA’s, por sus siglas
en inglés: Small Interfering RNA), los microARN’s (miRNA’ s, por sus siglas en
inglés: microRNA’s) y los oligonuclettidos antisentido (ASO’s, por sus siglas en
inglés: AntiSense Oligonucleotides). Hasta el momento, los mas sobresalientes
por su efectividad, especificidad, mayor estudio, e innovacion son los ASOs. Los
ASOs son moléculas pequefias (13-25 pb) que presentan un esqueleto de acido
ribonucleico (ARN) para reconocer y unirse a los ARNm por complementaridad de
bases (110). También, el nUmero de nucleétidos determina el sitio de union y la
especificidad del ASO, es decir, aquellos ASOs que tienen entre 16-20 nucledtidos
son mas probables de unirse a una sola secuencia diana (111). Los ASOs son
moléculas hidrofobas, que interactian facilmente con las proteinas de superficie,
lo que podria permitir facilmente su ingreso a la célula, independientemente del
uso de moléculas adicionales para atravesar la membrana celular (112). Cabe
resaltar que este tipo de tecnologia se ha implementado en enfermedades
genéticas, infecciones virales y cancer (58,113). En céancer, los ASOs son un
tratamiento antitumoral, que inhibe mecanismos moleculares como la transcripcion
y la traduccion (114). Ademas, la asociacion entre los ASOs y la regulacién de la
expresion génica podria beneficiar al aumentar la expresion de los supresores de

tumores y disminuir la expresién de oncogenes (24).
4.1.1 Modificaciones quimicas en oligonucledétidos anti sentido

El disefio de ASOs es un elemento importante que involucra la eleccion del
mecanismo de accion, distribucién intracelular y estabilidad (115). La estabilidad y
la funcionalidad de los ASOs son determinadas por las modificaciones quimicas

aplicadas en la base nitrogenada, el grupo fosfato y el azdcar del nucledtido, que
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le confieren mayor afinidad por el ARN diana, vida media del farmaco y proteccién
contra la degradacion por enzimas (116). Los ASOs de ARN, que no son
modificados quimicamente, tienden a ser degradados por nucleasas intra y
extracelulares, ademéas de presentar menor afinidad por las proteinas, absorcién
tisular nula, mayor filtracion glomerular y excrecion por via urinaria, alterando asi
sus propiedades terapéuticas (24,111,113). Como se mencioné anteriormente, las
modificaciones ocurren en la cadena principal, el esqueleto fosfato y los anillos de
azucar en la posicién 2’, incluidas las siguientes: 1) Fosforotioato (PS, por sus
siglas en inglés: PhoSphorothioate), 2) Fosforodiamidato morfolino (PMO, por sus
siglas en inglés: Phosphorodiamidate MOrpholino), 3) 2-O-metil (OMe, por sus
siglas en inglés: 2-O-Methyl ), 4) 2-O-metoxietil (MOE, por sus siglas en inglés: 2-
O-MethOxyEthyl), 5) Acidos nucleicos bloqueados (LNA, por sus siglas en inglés:
Locked Nucleic Acids), 6) Acidos nucleicos peptidicos (PNA, por sus siglas en
inglés: Peptide Nucleic Acid) y 7) Modificacibn de 5’-metilcitosina (Figura 7)
(24,113,117).

4.1.1.1 Modificaciones de grupo fosfato en los oligonucleétidos anti sentido

El desarrollo de la primera generacion de ASO'’s involucrd una cadena central de
PS (24). Este tipo de ASO intercambia el oxigeno del grupo fosfato por un atomo
de azufre para convertirlo en PS, lo cual mejora la resistencia a las nucleasas,
presenta mayor afinidad a proteinas séricas como la albumina y proporciona vidas

medias mas prolongadas (113,118) (Figura 7).

También, el PMO es un grupo de amidas, que modifica el grupo fosfato, pues
reemplaza los enlaces fosfodiéster (PO, por sus siglas en inglés: PhosphOdiester)
por enlaces PMO (Figura 7). Los PMO han sido disefiados para bloquear la
traduccion de proteinas y no promover la degradacion del transcrito por actividad
de la ARNasa H1 (Consultar la seccion 4.1.3). A diferencia de PS, PMO posee
mayor afinidad por el ARNm diana, eficacia, estabilidad y resistencia a las

nucleasas (24). Ademas, que no es toxico para el cuerpo humano (119).
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4.1.1.2 Modificaciones de los anillos de azucar en los oligonucleétidos anti

sentido

Los ASO con modificaciones del azlUcar pertenecen al grupo de segunda
generacion, los cuales se caracterizan por modificar la posicién 2’ de la ribosa con
grupos alquilo; OMe y MOE (Figura 7) (112,118). Este grupo de modificaciones
quimicas utilizan como mecanismo de accion el impedimento estérico. Sin
embargo, MOE muestra mayor afinidad por el ARNm diana, mayor especificidad y
menor toxicidad que OMe (113). Experimentalmente, las modificaciones MOE
aplicadas incrementan la temperatura de fusion (Tm, por sus siglas en inglés:
Melting Temperature), al menos 2°C en el ARN, ademas que mejoran la
resistencia a las nucleasas (117). También, se ha comprobado que la semivida del
ASO 2-O-metoxietilo/ Fosforotioato (MOE/PS, por sus siglas en inglés: 2-O-
MethOxyEthyl/ PhoSphorothioate) en el liquido cefalorraquideo es mayor a los 6
meses, por lo que el cambio de los enlaces PO a PS junto con la modificaciéon

MOE mejoran la entrada del oligonucleétido a los érganos como el cerebro (113).

4.1.1.3 Modificaciones de la base nitrogenada en los oligonucleétidos anti

sentido

Se ha propuesto que los cambios de nlcleo base mejoran la actividad de los ASO.
Con base en lo antes mencionado, la adicién del grupo metilo en la posicion 5’ de
la citosina (5’-metilcitosina) eleva la especificidad y mejora la hidrofobicidad del
ASO (Figura 7) (113). Este tipo de modificacién ya ha sido aplicada en esclerosis
lateral amiotrofica para corregir el ARNm de superéxido dismutasa (SODI, por sus
siglas en inglés: SuperOxide Dismutase 1) (120). En cambio, la 5’metilcitosina-
timidina favorece la citotoxicidad, mientras que los motivos CpG pueden estimular

la respuesta inmune a través de la activacion de receptores tipo Toll (113,121).
4.1.1.4 Acidos nucleicos bloqueados (LNA)

Los LNA son nucledtidos modificados covalentemente, que se producen a partir de
la interaccion del oxigeno 2’ (grupo fosfato) con el carbono 4’ (ribosa), por lo tanto,

limita la flexibilidad y actia como un analogo limitado de la modificacion OMe
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(Figura 7) (24). Generalmente, los LNA no reclutan la ARNasa H, pero la
presencia de un sSiRNA si activa la enzima. Asimismo, el uso de estas
modificaciones proporciona una carga negativa, mayor especificidad por la diana y
menor reconocimiento por las nucleasas. Desafortunadamente, los LNA presentan
mayor toxicidad hepética, sin embargo, estos pueden intercalarse con bases no
modificadas para disminuir la toxicidad e incrementar la eficacia del ASO. Se ha
visto que el hibrido acido nucleico bloqueado/ 2-O-metoxietil (LNA/MOE, por sus
siglas en inglés: Locked Nucleic Acids/ 2-O-MethOxyEthyl) disminuye la toxicidad
e incrementa la eficacia del ASO (24,113). También, el hibrido acido nucleico
bloqueado/ 2° O- metil (LNA/2’Ome, por sus siglas en inglés: Locked Nucleic
Acids/ 2-O-Methyl) aumenta la potencia del ASO, y restablece la actividad del

splicing alternativo, ademas que no dafia el rifion e higado (122).

4.1.1.5 Acidos nucleicos peptidicos (PNA)
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Figura 7. Modificaciones quimicas en los oligonucleétidos anti sentido
En la siguiente figura se esquematizan las modificaciones quimicas mas comunes realizadas en oligonucleétidos
antisentido. Consulte el texto para mayor descripcion de las estructuras. Modificada de: Scoles y cols., 2019 (113).

Los PNA son un grupo de modificaciones estructurales nucleotidicas donde se
remplaza la ribosa por un péptido (Figura 7). Estos cambios proporcionan baja

solubilidad y dificultad a la hora de transfectar en la célula. No obstante, el
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agregado de lisina podria incrementar la solubilidad de PNA. La ventaja de utilizar
PNA es que presenta una gran resistencia a nucleasas y proteasas. También, se
ha demostrado que PNA tiene una mayor afinidad por el ADN y ARN, que 2-O-
metilo/ fosforotioato (OMe/ PS, por sus siglas en inglés: 2-O-Methyl/
PhoSphorothioate) (24,113). En Distrofia Muscular de Duchenne, se reporta que
los ASO modificados con PNA poseen una alta afinidad por el ARN, pero no

inducen la omision del exdn 23 del gen DMD en mioblastos de ratéon (123).
4.1.2 Métodos de transfeccion celular para oligonucledtidos anti sentido

La efectividad de cada ASO depende de su capacidad de atravesar la membrana
citoplasmatica y llegar hasta el sitio de accion. Uno de los mayores conflictos de
los ASO’s es la manera de introducir estas moléculas a la célula, pues su carga
negativa impide la interaccion con los componentes de la membrana plasmatica,
por lo que se requieren de vehiculos compatibles para atravesarla (119,124).
Existen métodos de transfecciébn que permiten introducir material genético, tanto
ADN como ARN, dentro de la célula para modificar la expresion génica y proteica
(125).

4.1.2.1 Transfeccion celular por lipidos

Las nanoparticulas basadas en lipidos (LNP, por sus siglas en inglés: Lipid based
NanoParticles) son los métodos de transfecciébn quimica mas empleados en la
entrega de ASO’s a la célula, debido a su estabilidad, biocompatibilidad y baja
toxicidad (119,126,127). Los LNP son lipidos de carga positiva (catién) que
interactian con los ASO’s de carga negativa (anion), para formar complejos
LNP/ASO’s cationicos, ademas de los lipidos catidnicos, los LNP estan
conformados por colesterol y lipidos exteriores, llamados polietilenglicol (PEG, por
sus siglas en inglés: PolyEthylene Glycol), que estabilizan la forma del liposoma,
evitan que sean reconocidos por el sistema inmunologico, proporcionan
estabilidad sérica y aumentan el tiempo de circulacion en la sangre (126). Ming y
cols., utilizaron un lipido catidonico comercial, llamado lipofectamina 2000, unido a
un ASO modificador de eventos de splicing para comprender la captacion celular

de los mismos. En este estudio, se revela que los LNP/ASO’s ingresan a la célula
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por fusibn de membranas y no requieren de la via endocitica para su
internalizacién, por lo que su efecto es mas rapido y efectivo al evitar la transicion

por los diferentes endosomas y la degradacion lisosomal (128).
4.1.2.2 Transfeccion celular mediante péptidos penetrantes de células

Los péptidos penetrantes de células (CPP’s, por sus siglas en inglés: Cell
Penetrating Peptides) son péptidos cortos con carga positiva (<30 amino&cidos),
gue potencian la captacion celular. Estas moléculas con propiedades anfipaticas,
es decir, que presentan una region hidrofilica (soluble en agua) y una region
hidrofobica (insoluble en agua), les permite ingresar a la célula sin alterar la
membrana plasmatica para transportar diferentes moléculas como: &cidos
nucleicos, proteinas y virus (129). Principalmente, los CPP han sido utilizados para
el transporte de farmacos, especialmente, para la liberacion nuclear y
citoplasmatica de los ASO’s (130). La captacién de los CPP se puede realizar
mediante translocacion directa o endocitosis. Esta via es un tipo de internalizacién
gue no requiere de energia y sucede tras la interaccion electrostatica de los
fosfolipidos de la membrana celular y los CPP. Posteriormente, los CPP pueden
ingresar mediante la desestabilizacion o la formacion de poros en la membrana
celular. La formacion de poros involucra la incrustacién de los CPP en la bicapa
lipidica, pues el extremo hidrofébico interactta con las colas de los fosfolipidos y el
extremo hidrofilico interactla con las cabezas de los fosfolipidos para asi formar el
poro con forma de “barril” y liberar el producto (129). La conjugacion del CPP-ASO
solo es posible cuando se realizan las modificaciones PNA y PMO, debido a la
carga positiva de CPP y la carga neutra del ASO. También, los CPP pueden
utilizar la via endocitica para el transporte de los ASO’s, lo que representa una
gran desventaja, pues se debe garantizar la liberacion endosomal para evadir la
degradacion por lisosomas y evitar asi la pérdida del ASO. Hasta el momento, los
CPP-ASO unicamente son de caracter preclinico, pues requieren de mejoras en la

estructura para reducir la toxicidad (24,129).
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4.1.3 Mecanismos de captacion celular de los oligonucledétidos anti sentido

La internalizaciéon de ASQO’s es un proceso del multiples pasos, que involucra el
transporte de los ASO’s desde la membrana hacia el citoplasma. La mayoria de
los ASO’s utilizan la via endocitica para ingresar a la célula. De esta manera, la
internalizacion celular es un proceso que involucra la captacion y el transporte de
los ASO’s en vesiculas y/o endosomas. La endocitosis es la via mas comun y
representada, que sucede enseguida de la interaccién con los receptores de la
superficie celular. Los receptores varian segun la célula en la que ingresen los
ASO’s (112).

Una vez que los ASO’s atraviesan la membrana, estos son capturados por los
endosomas tempranos (EE, por sus siglas en inglés: Early Endosomes) en el
citoplasma para transportarlos, posteriormente, a los endosomas tardios (LE, por
sus siglas en inglés: Late Endosomes). En algunas ocasiones, los endosomas
tardios pueden trasladar los ASO'’s al sitio de accidn, o bien, pueden entregarlos al
lisosoma para ser degradados, por esta razén, los ASO’s deben estar disefiados
para realizar el escape endosomal y garantizar su efecto, algo que todavia sigue
siendo un problema en el disefio de los ASO’s, pues depende de la particula de
transporte y el método de transfeccion que se utilice (112,124).

4.1.4 Mecanismo de accion de los oligonucledtidos anti sentido

Los ASO’s son capaces de regular la expresion génica dependiendo de la
especificidad y el mecanismo de accion (24,131). Una vez que los ASO’s ingresan
al cuerpo humano, estos deberan trasladarse a través del flujo sanguineo, llegaran
a la célula, atravesaran la membrana celular y seran internalizados para asi

comenzar su mecanismo de accion (119).

Estos actlan a través de dos mecanismos distintos: 1) impedimento estérico y 2)
degradacion del ARN por la ARNasa H (117). Una vez que los ASQO’s reconocen y
se unen a la secuencia ARN diana, se forman los hibridos ARN-ASO, que reclutan
a la ARNasa H1 y degradan el ARN diana. La ARNasa H1 es una endonucleasa,

gue se localiza en el nacleo y el citoplasma donde se dirige a el pre-ARNm vy el
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ARNm (111,113,115). Especificamente, esta enzima rompe los enlaces

fosfodiéster del ARN para posteriormente ser degradados por exonucleasas (119).

Generalmente, las modificaciones quimicas intervienen en la eleccion del
mecanismo de accion, pues las modificaciones de azucar (OMe y MOE) impiden
que los hibridos ARN/ASO sean degradados por la ARNA asa H1, por lo que
recurren al impedimento estérico (117,119). Es importante mencionar que la
mayoria de los ASO’s no optan por la eliminacion del ARN diana, si no, utilizan el
impedimento estérico para evitar la degradacion del transcrito (112). El segundo
mecanismo de accion consiste en el bloqueo del ARN, que evita ser reconocido
por ribosomas y/o espliceosomas para modular la expresién del ARN. Los ASO’s
no solo bloquean, también, permiten la regulaciébn del splicing alternativo, el
bloqueo de la traduccion y el secuestro de miRNA’s enddgenos para modular el
ARN (116,117). En el caso del miRNA, el ASO se une a él para inhibir el ARNm,
en consecuencia, altera los niveles de expresion del transcrito (24). En la
traduccion, el ASO se une a la region 5’UTR del ARNm, de manera que, bloquea
la union del ribosoma con el codén de inicio de la traduccion e impide el
procesamiento de la proteina. Durante el splicing alternativo, la llegada del ASO
interrumpe la union de los elementos y los factores de regulacién, que promueven
la expresién de las isoformas, sin embargo, esto depende del sitio regulador al que
se una, pues puede favorecer o inhibir el empalme de los exones y restablecer la
isoforma (119).

4.1.5 Oligonucledtidos antisentido como modificadores de eventos de
splicing alternativo

Los ASO son moléculas que modifican eventos de splicing alternativo aberrantes.
Particularmente, los ASO dirigidos a ARNm son modificados quimicamente para
utilizar el mecanismo de impedimento estérico y evitar asi la degradacion del
ARNmM por la ARNasa H. Ademas, las mutaciones génicas, que alteran el splicing
alternativo y reducen la expresion geénica, pueden incrementar la actividad del
espliceosoma mediante la union de ASO a los sitios reguladores de splicing. En
este sentido, el bloqueo de los sitios reguladores puede reordenar el
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posicionamiento de los exones en el ARNm, por consiguiente, reestablecer el

splicing alternativo (132).
4.1.5.1 Oligonucleétidos interruptores de splicing (SSO)

Los ASO modificadores de eventos de splicing, también, llamados interruptores de
splicing (SSO, por sus siglas en inglés: Splice Switching Oligonucleotide)
reconocen sitios 5'SS, 3'SS, ESE, ISE, ESS e ISS, de manera que impiden el
reclutamiento de las proteinas SR, y hnRNP’s. La unién de SSO a estos
elementos favorece la inclusion/exclusion de exones y el restablecimiento de las
isoformas (Figura 8) (24,58,114).

Inicialmente, los SSO fueron utilizados para modular diferentes eventos de splicing
en enfermedades neurodegenerativas como la atrofia muscular espinal (SMA, por
sus siglas en inglés: Spinal Muscular Atrophy), la distrofia mioténica tipo 1 (DM1,
por sus siglas en inglés: Myotonic Dystrophy type 1) y la esclerosis lateral
amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés: Amyotrophic Lateral Sclerosis), por

mencionar algunas (58,113).

DM1 es una enfermedad hereditaria que promueve la relajacibn muscular
retardada tras una contraccién inesperada y la debilidad progresiva, lo que
produce la rigidez muscular. Molecularmente, se produce una secuencia larga de
repetidos CTG en la region 3’'UTR del gen que codifica para la proteina cinasa de
la distrofia mioténica (DMPK, por sus siglas en inglés: Dystrophia Myotonica
Protein Kinase), lo que produce un ARNm aberrante (24,122). Asimismo, el ARNm
producido secuestra el regulador de empalme MBNL1 (MBNL1, por sus siglas en
inglés: MuscleBlind Like 1), que continba contribuyendo al procesamiento
incorrecto de su propio ARNm, en consecuencia, ocasiona perdida de la funcion
proteica. En condiciones normales, MBNL1 carece de la sefial de localizacién
nuclear, pues facilita la omisiéon del exén 7. Todo lo contrario, en DM1, que
promueve la inclusion del exdon 7 y produce el almacenamiento excesivo anormal
de MBLNL1 en el nucleo. Christou y cols., demostraron que los SSO conjugados
LNA/2" OMe de 14, 16 y 18 nucleétidos de longitud reducian significativamente la

inclusion del exén 7 de MBLN1 y restablecian la isoforma (122).
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Actualmente, los SSO estdn siendo estudiados para reestablecer variantes
relacionadas al desarrollo de osteosarcoma, glioblastoma y cancer de mama. El
gen ERG es un factor de la transcripcion, que participa en la hematopoyesis,
maduracion de condrocitos, desarrollo éseo, apoptosis y migracion celular. El
procesamiento de ERG produce alrededor de 30 variantes, dentro de las cuales se
producen los exones en cartucho; 7 y 7b. Cada una se distingue por el nimero de
aminoacidos, pues el exdn 7b codifica para 24 aminoacidos, mientras que el exén
7 codifica para 27 amino&cidos. Particularmente, se muestra un interés por 7b, ya
qgue contribuye al desarrollo de osteosarcoma. El SSO con modificaciones de PMO
apunta al bloqueo estérico de los sitios aceptores de 7b (E7b3), que promueven la
inclusion del exén 7b, de tal forma que omite el exdn 7b, incrementa la apoptosis,

disminuye la proliferacion y la invasion celular (23).

En glioblastoma, la serina/treonina cinasa 2 (MNK2, por sus siglas en inglés:
MAPK interacting serine/threonine kinase 2) es una proteina que facilita la
proliferacion celular. El procesamiento de ARNm promueve las variantes MNK2a y
MNK2b, donde cada una de ellas son productos derivados de la inclusién del exén
14a y 14b, respectivamente. Ambas tienen distinta funcionalidad, ya que la
sobreexpresion de MNK2a mejora la actividad supresora de tumores, mientras que
la sobreexpresion de MNK2b favorece la oncogénesis. Mogilevski y cols.,
disefiaron SSO/2-OMe para corregir este tipo de eventos de splicing alternativo.
SSO/2-OMe se une al exdn 14b, que impide el reclutamiento de las proteinas de
splicing y mejora la inclusién del exén 14a en MNK, en consecuencia, los niveles

de expresion de MNK2a se elevan y se activa el efecto supresor de tumores (133).

Por otra parte, Bcl-2 es una familia de proteinas, que regulan la permeabilidad de
la membrana mitocondrial y participan en la via de la apoptosis. Un miembro de la
familia es Bcl-X, que durante el splicing alternativo expresa las variantes: Bcl-xL y
Bcl-xS. Estas se diferencian por la inclusion/exclusion de los sitios 5’SS en el exén
2. Bcl-xL contribuye en la actividad antiapoptética, mientras que Bcl-xS ejerce la
actividad proapoptotica. Investigaciones realizadas en Bcl-X, reportan que la

aplicacion de SSO MOE/PS, favorece la omisién parcial del exdén 2, mejora la
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apoptosis, incrementa la expresion de Bcl-xS, reduce la expresién de Bcl-xL e

inhibe la proliferacion celular en lineas celulares de glioma (134).

En cancer de mama, el SSO/PMO induce la omision del exén 11 en BRCAL, lo
que altera la expresion de las variantes BRCA1-FL y BRCA1A11qg. Sin embargo,
se ha observado que las células cancerigenas ausentes de BRCA1A11q son mas
susceptibles al tratamiento con inhibidores de la enzima poli ADP ribosa
polimerasa (PARP, por sus siglas en inglés Poly ADP- Ribose Polymerase) (71).
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Figura 8. Mecanismo de accién de los oligonucleétidos interruptores de splicing alternativo

a) El oligonucledtido interruptor de splicing (SSO, por sus siglas en inglés: Splice Switching Oligonucleotide) se une al
potenciador de splicing exénico (ESE, por sus siglas en inglés: Exonic Splicing Enhancer), para impedir la unién de las
proteinas SR. Al mismo tiempo, la proteina hnRNP se une al silenciador de splicing exénico (ESS, por sus siglas en
inglés: Exonic Splicing Silencer) para promover asi la omisién del exén 2.

b) En este caso, el SSO se une a ESS y bloguea la unién de hnRNP, por lo que no permite la inhibicion del splicing. De
manera simultanea, la proteina SR se adhiere a ESE, de tal manera que favorece la inclusién del exén 2. Por ultimo, el
ARNm es transportado hacia el citoplasma para ser traducido a proteina en el ribosoma. Modificada de Bennett, 2019
(111).

4.1.5.2 Moléculas TOSS, TOES y ESSENCE como modificadores de eventos

de splicing alternativo.

La tecnologia SSO dirigida a sitios especificos del pre-ARNm son los

oligonucledtidos silenciadores de splicing (TOSS, por sus siglas en inglés:
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Targeted Oligonucleotide Silencers of Splicing) y potenciadores del splicing de
exones especificos por efectores quiméricos (ESSENCE, Exon Specific Splicing
Enhancement by Small Chimeric Effectors). Los TOSS son oligonucleotidos con
una extension no hibrida 5’ o 3’, que se une a hnRNPA1/A2 e impide la union de
snRNPU1 (1,58). EI TOSS 2°’OMe con reconocimiento a hnRNPA1 mejoré los
niveles de las isoformas Bcl-xS y redujo los niveles de Bcl-xL, debido a la
inhibicién de los TOSS en 5SS de Bcl-xL. También, los TOSS de union a
hnRNPA1 han sido estudiados al inhibir la exclusion del exén 8 y permitir la
inclusién del exén 7 de SMN2 en SMA. Por otra parte, los oligonucleétidos
dirigidos a potenciadores de splicing (TOES, por sus siglas en inglés: Targeted
Oligonucleotide Enhancer of Splicing) son moléculas que presentan una cola de
union a proteinas SR, por lo tanto, promueven la inclusion de exones. Los TOES
con extension de PS reconocen exitosamente a SRSF1 y estimula la inclusion de
exones, sin embargo, este tipo de moléculas son toxicas para las lineas celulares
de cancer de ovario y mama. Mientras tanto, los TOES con modificacion 2’0OMe
muestran un efecto contrario, ya que reclutan a hnRNPAL e inhibe el splicing
alternativo. Ademas, los TOES dirigidos a la hnRNP TDP-43, proteina de
respuesta transactiva conjugada a ADN de 43kDa (TDP-43, por sus siglas en
inglés: TAR DNA binding Protein 43), impulsan la inclusion del exén 7 de SMN2 en
SMA, de manera que este tipo de TOES son una excelente opcion para optimizar
la inclusion de exones (58). De la misma manera, ESSENCE son moléculas, que
emplean oligonucledtidos enlazados al dominio SR en el extremo 3’, por ello
favorece la inclusion de exones. Este enfoque ha sido una estrategia para
reestablecer el exdn 18 de BRCAL y Bcl-x (1).

4.1.6 Oligonucleédtidos antisentido aprobados por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos

La tecnologia antisentido es un hecho real, que ya ha sido aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés: Food
and Drug Administration), pues varias investigaciones demuestran que los ASO

son altamente eficaces, especificos y no generan toxicidad en el cuerpo humano.
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Clinicamente, los ASO han demostrado ser seguros para el tratamiento contra
retinitis por citomegalovirus, atrofia muscular espinal y distrofia muscular de

Duchenne.
4.1.6.1 Fomirvirsen

En 1998, la FDA aprob6 por primera vez el farmaco Formivirsen basado en
tecnologia antisentido. Formivirsen es un ASO de 21 mer con modificacion PS,
encargado de inhibir la replicacion del citomegalovirus (CMV, por sus siglas en
inglés: CytoMegaloVirus) en pacientes con retinitis (118). Fomivirsen va dirigido al
ARNmM que codifica la proteina temprana inmediata 2 (IE-2, por sus siglas en
inglés: Immediate Early 2) del CMV donde los pacientes mostraron una mejora de
signos y sintomas durante la retinitis (135). En un ensayo clinico, se evalué la gran
eficacia del tratamiento cuya disminucion de la progresion infecciosa fue evidente
en pacientes con SIDA a los 71 dias, por lo que Fomivirsen es el tratamiento ideal
para la retinitis por CMV en pacientes con SIDA (121). Finalmente, la llegada de la
terapia antirretroviral de gran actividad (HAART, por sus siglas en inglés Highly
Active AntiRetroviral Treatment) redujo el nUmero de casos de retinitis por CMV, lo

que promovio la salida de Fomivirsen.
4.1.6.2 Nusinersen

SMA es una enfermedad neurodegenerativa, que dafia la funcion de las
motoneuronas en medula espinal. Los nifios afectados manifiestan debilidad y
atrofia de musculos esqueléticos, bulbares, respiratorios, extremidades y torso, lo
gue da como resultado una paralisis progresiva (24,136,137). Los genes SMN1 y
SMN2 son los principales responsables del desarrollo de SMA, pues las
deleciones en el gen SMN1 fomentan la perdida de funcion de la proteina SMN.
Mientras que su homologo, el gen SMN2, manifiesta la ausencia del exén 7, lo que
genera un transcrito inestable y de rapida degradaciéon. El 85% de los transcritos
producidos por SMN2 carecen del exon 7 y unicamente el 15% llega al término de
la proteina funcional, de modo que, la cantidad de proteina es insuficiente para
sustentar las actividades de SMN1 (24,113,121). A pesar de los grandes avances

de las investigaciones en SMA, aun no existen tratamientos farmacolégicos, que
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corrijan el genoma y funcionalidad de SMN1 Sin embargo, si se han innovado
estrategias para sobreexpresar a SMN, a través del restablecimiento del splicing
alternativo de SMN2 (24). En 2016, la FDA aprob6 Nusinersen (Spinraza) como
farmaco antisentido, que reconoce el elemento ISS dentro del intron 7 de SMN2,
evitando asi la unién del espliceosoma y mejorando la inclusion del exén 7
(58,113,135). Estudios clinicos, demuestran que Nusinersen es eficaz como
tratamiento contra SMA, pues existe un mejoramiento de la funcion motora en los
nifos (137). Otros ensayos, mencionan que abeparvovec (AVXS-101, por sus
siglas en inglés: Onasemnogene Abeparvovec) exhibe mayor eficacia en
funciones motoras y supervivencia, que el uso de Nusinersen (138). También, Lee
y cols., sefialan que la combinacién de AVXS-101 y Nusinersen, basados en los
puntajes de la prueba de trastornos neuromusculares (CHOP- INTEND, por sus
siglas en inglés: Initial Children’s Hospital of Philadelphia Infant Test of
Neuromuscular Disorders), mejoran significativamente las condiciones motoras de

bebés con SMA, aunque falta por evaluar los riesgos y niveles de toxicidad (139).
4.1.6.3 Eteplirsen

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD, por sus siglas en inglés: Duchenne
Muscular Dystrophy) es una enfermedad neuromuscular genética, comin en
nifios, ocasionada por la ausencia de la distrofina, ya que las mutaciones del gen
DMD provocan truncamientos prematuros en la proteina (113,121). Las
duplicaciones y deleciones en el gen DMD son frecuentes en el 80% de los casos,
mientras tanto, el otro 20% solo presentan mutaciones pequefas(24).
Clinicamente, las personas con DMD presentan debilidad muscular, perdida de la
capacidad al caminar, insuficiencia respiratoria y cardiaca (140). En este caso, la
tecnologia antisentido se ha utilizado para omitir exones. Especialmente,
eteplirsen es un oligonucledtido con modificaciones PMO de carga neutra,
disefiado para excluir el exon 51 y restaurar asi el marco de lectura desde el exén
48 al exén 52 (113,140). Las dosis administradas 30 y 50mg/kg de Eteplirsen,
incrementaron la expresion de distrofina a la semana 48, en comparacién, con los

pacientes que recibieron unicamente placebo. Ademas, se realiz6 una prueba de
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caminata de 6 minutos (6MWT, por sus siglas en inglés: 6 Minute Walk Test)
donde se observé una mejoria en distancia y tiempo, que al inicio del estudio. Los
resultados arrojaron una distancia media recorrida de 68.4m, 153.4m y 174.4m
para la cohorte placebo, 30mg/kg y 50mg/kg, respectivamente (140). Estudios mas
recientes, reportan que los pacientes ambulatorios recorrieron una distancia media
de la 6MWT de 376.4m al inicio del estudio. Posteriormente, en las semanas 24 y
36 reportaron una media de 381.8m y 359.5m, respectivamente. De la misma
manera, se aplicaron las pruebas en pacientes gemelos, paciente Ay B, los cuales
experimentaban una enfermedad méas grave y avanzada en comparaciéon con los
pacientes ambulatorios. Inicialmente, los pacientes A y B recorrieron una distancia
media de 330m y 126, respectivamente. Durante la semana 32, los pacientes Ay
B arrojaron una media de 12m y 3m para cada uno de ellos. También, se evalué la
funcion pulmonar mediante el porcentaje de capacidad vital forzada prevista (FVC,
por sus siglas en inglés: Forced Vital Capacity), que fue del 92% para pacientes
ambulatorios, 80% para el paciente Ay 72% para el paciente B. Con referente a lo
ya expuesto, la eficacia de Eteplirsen depende del estadio o gravedad de la
enfermedad. Por lo tanto, la aplicacion de Eteplirsen es una opcion como
tratamiento, que ralentiza la progresion de la enfermedad y mejora el estilo/calidad
de vida de los nifios con DMD (141).
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

Existe una importante desregulacion del splicing alternativo en el contexto
de cancer de mama, lo que conduce a la expresion de isoformas andmalas
para los genes Era, BRCA1, DMTF1, HER2, KLF6 y BirC5. La mayoria de
las isoformas estan involucradas en el desarrollo de la tumorogénesis, pues
la sobreexpresion de estas inhibe las actividades apoptoticas y supresoras
de tumores, ademas de favorecer la invasion celular, progresion tumoral y
resistencia a farmacos antineoplasicos.

Una alternativa para el tratamiento del cancer de mama es el empleo de
moléculas como los ASOs, los cuales mejoran la especificidad, efectividad y
supervivencia del paciente. Los ASOs son secuencias cortas de
nucleotidos, que se unen a los elementos reguladores del splicing, como
ISE, ESE, ISS y ESS para reposicionar la maquinaria de splicing, lo que da
como resultado la correccion de las isoformas y mejora la funcionalidad
proteica.

Las modificaciones quimicas en los anillos de azulcar constituyen una
excelente proteccion para el ASO debido a que evita la degradacion por
endonucleasas y tiene menor toxicidad que otras modificaciones
reportadas. Por otro lado, el mejor transporte de los ASOs hacia la célula es
la nanoparticula basada en lipidos, pues atraviesa con mayor facilidad la
membrana plasmatica, llega mas rdpido a su sitio de accién, no es
reconocida por el sistema inmunolégico y no es degradada.

Los ASOs constituyen una excelente opcidon como terapia antitumoral al ser
altamente especifico, eficaz y menos téxico que otras moléculas
antineoplasicas, lo cual refuerza la idea de que estos podrian ser un
tratamiento ideal contra cancer de mama al restablecer el splicing

alternativo de las isoformas aberrantes.
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Perspectivas

Las perspectivas para futuras investigaciones, a partir de los estudios presentados

en este trabajo de tesis, podrian orientarse en las siguientes direcciones

Identificar mediante bioinformatica los sitios de splicing alternativo que
promueven la formacion de las isoformas aberrantes de los genes Eraq,
BRCAL1, DMTF1, HER2, KLF6 y BirC5.

Disefiar ASOs dirigidos contra los elementos reguladores del splicing para
las isoformas aberrantes de los genes Era, BRCA1, DMTF1, HER2, KLF6 y
BirC5.

Identificar y cuantificar la expresion de isoformas generadas por los genes
Era, BRCA1, DMTF1, HER2, KLF6 y BirC5

Evaluar los efectos del tratamiento debido a la aplicacion de los ASOs en

lineas celulares de cancer de mama.
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REPROGRAMACION DEL SPLICING ALTERNATIVO DE GENES
ASOCIADOS A CANCER DE MAMA

Reprogramming of alternative splicing of genes
associated with breast cancer

Resumen

El splicing alternativo es un proceso que modula la expresién génica
y contribuye en la diversidad proteica. Sin embargo, se han observado
que alteraciones en el splicing alternativo de algunos genes promueve el
desarrollo de isoformas oncogénicas en cancer de mama. Debido a que
el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres y la primera
causa de muerte por cancer. El presente trabajo analiza la expresion de
isoformas involucradas en la progresién tumoral y considera ideal el uso de
oligonucleétidos antisentido como tratamiento contra cancer de mama. La
informacion revela que la desregulacién de los genes BirC5 y KLF6 se asocia
a la inhibicién de la muerte celular y metastasis. Ademas, la existencia de
terapias que utilizan oligonucleétidos antisentido es una realidad, tal es el
caso del tratamiento utilizado en la atrofia muscular espinal, que ha brindado
excelentes resultados a los pacientes que sufren de esta enfermedad.

Palabras clave: Splicing, cancer mamario, oligonucleétidos antisentido.

Abstract

Alternative splicing is a process that modulates gene expression and
contributes to protein diversity. However, alterations have been observed that
harm alterative splicing and promote the development of oncogenic isoforms
in breast cancer. Breast cancer is the most common neoplasm in women and
the leading cause of death from cancer. This paper analyzes the expression of
isoformsinvolved in tumorprogressionandthe use of antisense oligonucleotides
as a treatment for breast cancer. The information reveals that the deregulation
of the BirC5 and KLF6 genes is involved in tumor progression and invasion,
inhibition of cell death, and metastasis. In addition, antisense oligonucleotide
therapies are reported, which re-establish alternative splicing of genes involved
in spinal muscle atrophy, pancreatic cancer, colon cancer, and glioblastoma.

Keywords: Splicing, breast cancer, antisense oligonucleotides.
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INTRODUCCION

La maduracién del ARNm primario (pre-ARNm) consta
de diferentes etapas: la adicién de la CAP extremo 5] la
poliadenilacién y el splicing[1]. Particularmente, el splicing
constitutivo es un proceso co-transcripcional de corte de
intrones y empalme de exones. A diferencia del splicing
alternativo, que tiene la capacidad de incluir exones,
intrones o parte de ellos [2]. Ademas, se ha observado
que el 95% de los genes humanos llevan a cabo este
proceso, contribuyendo asi a la diversidad proteica[3]. Sin
embargo, las alteraciones durante el splicing alternativo se
manifiestan en el desarrollo de enfermedades genéticas y
cancer[4]. El cancer es una problemética de salud publica,
debido a los niveles elevados de incidencia y mortalidad
en el mundo. En México, el cancer de mama es la primera
causa de muerte por cancer en mujeres[5], [6]. El cincer de
mama es un tumor maligno originado por el crecimiento
desmedido de células mamarias, capaz de migrar e invadir
tejidos lejanos[7]. Molecularmente, el splicing alternativo
en cancerde mama, se ha correlacionado con la progresion
tumoral, debido a que favorece la angiogénesis, invasion
y metastasis, ademas, altera el ciclo celular e inhibe la
apoptosis[8]. Recientemente, se han reportado terapias
que restablecen el splicing alternativo mediante el empleo
de oligonucleétidos antisentido para el tratamiento de
multiples enfermedades. En este trabajo, analizamos la
expresion de isoformas involucradas en la proliferacion,
invasion, transicion epitelio-mesénquima e inhibicién
de la apoptosis y de actividades supresoras en cancer de
mama. Ademas, presentamos el uso de oligonucleétidos
antisentido como futuro tratamiento contra cancer de

mama.
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SPLICING ALTERNATIVO Y SU MECANISMO

El splicing alternativo (SA) es un proceso nuclear que
participa en el desarrollo, diferenciacion de la célula,
regulando la expresiéon génica[4]. Ladiversidad protedmica
estd determinada por los diferentes eventos de SA que
surgen como: la retencion de intrones, salto de exén, uso
dessitio de splicing alternativo 5; sitio de splicing alternativo
3’y exones mutuamente excluyentes (Fig.1) [9].

Este proceso es catalizado por un complejo
multiproteico, llamado spliceosoma. El spliccosoma esta
conformado por las ribonucleoproteinas nucleares
pequenas (snRNP) U1, U2, U4, U5 y U6. Las snRNP son las
encargadas de catalizar la eliminacién de intrones y el
empalme de exones, reconocen los sitios de splicing 5y 3.
El SA es un mecanismo altamente regulado, que involucra
a otras proteinas o factores en trans[2]. Estos factores
comprenden a las proteinas SR (proteinas ricas repetidos
de residuos arginina/ serina) y hnRNP’s (proteinas
ribonuclearesheterogéneas)ambassonlasresponsablesde
activar y/o inhibir el SA, respectivamente[10]. Sin embargo,
esto varfa segin su unién a elementos potenciadores
de splicing intrénico (ISE), elementos potenciadores de
splicing exénico (ESE), elementos silenciadores de splicing
intrénico (ISS) yelementos silenciadores de splicing exénico
(ESS), ya que la unién de las proteinas SR a la region ISS
y ESS inhiben el SA [2], [3]. No obstante, las afectaciones
en estas proteinas reguladoras también pueden alterar la
actividad proteica y comprometer la integridad celular,
lo que conlleva al desarrollo de diversas enfermedades,
especialmente el cancer de mama.
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Figura 1.Tipos de splicing alternativo en ARNm. El siguiente esquema muestra eventos de splicing alternativo que se
presenta en el niicleo celular como: retencion de intrones, salto de exon, sitio splicing alternativo 5, sitio splicing
alternativo y exones mutuamente excluyentes.

CANCER DE MAMA

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en
mujeres, sin embargo, no es exclusiva de este género
ya que también se presenta en hombres. Este ha sido
un problema de salud mundial ya que presenta una
prevalencia del 15.4%[5].

El céncer de mama es el crecimiento anormal de
células epiteliales mamarias que ocurre dentro de los
conductos, I6bulos y/o lobulillos mamarios[(7], [11].
Curiosamente, la localizacion anatémica del tumor
juega un papel importante, pues se le ha asociado con
el grado de invasividad y la supervivencia del paciente;
se ha observado que el desarrollo del tumor dentro de
los conductos o lébulos mamarios limita el crecimiento
celular, aumenta la supervivencia del paciente y reduce la

Rebeca D. Martinez Contreras et al.: Reprogramacion del splicing alternativo de genes...

reincidencia del céancer; en cambio, las células tumorales
que invaden la regién ducto-lobulillar hacia el estroma,
promueven la invasividad[11]. Existen cinco subtipos de
cancer de mama, los cuales se clasifican conforme a la
expresion positiva o negativa del receptor de estrégeno
(ER), receptor de progesterona (PR) y receptor del factor de
crecimiento epidérmico (HER2)[1], [2], clasificandose en: 1)
luminal A (ER+, PR+, HER2-), 2) luminal B (ER+, PR-, HER2- o
ER+, PR+ / PR-, HER2+), 3)HER2 positivo (ER-, PR-, HER+), 4)
TNBC o triple negativo (ER-, PR-, HER2-) y 5) tumores de tipo
normal[1], [2], [11].Y cada uno tiene distintos pronésticos y
respuestas a terapias[1], [2].

DESREGULACION DEL SPLICING ALTERNATIVO EN
GENES ASOCIADOS A CANCER DE MAMA

A pesar de la amplia regulacién del SA, este puede
verse gravemente afectado por mutaciones génicas,
desarrollando isoformas oncogénicas e inhibidoras de
la supresion de tumores. No obstante, el descubrimiento
de estas isoformas ayuda en la deteccion de nuevos
marcadores contra cancer de mama y el descubrimiento
de nuevas dianas terapéuticas.

ER (Receptor de estrégenos)

En céncer de mama, ERa es un gen que expresa tres
isoformas; ERa66 (longitud larga), ERa36 y ERa46 (Fig.2)
[12]. Cada una de ellas se distingue por la presencia
de los dominios AF1 y AF2, encargados de regular la
transcripcion de ER[2], [13], [14]. Curiosamente, ERa46 y
ERa66 presentan secuencias de aminodacidos similares que
van desde la posicion 174 ala 595[2]. Ademas, la expresion
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esta inversamente correlacionada, es decir, cuando ERa66
se expresa poco, ERa46 se sobreexpresa[12]. Sin embargo,
existen particularidades que las diferencian, ya que ERa46
posee dos veces mayor afinidad al ligando, participando
en la oncogénesis y resistencia a los farmacos[2], [13].

BRCA1 (Proteina de susceptibilidad
a cancer de mama tipo 1)

BRCA1 es un gen supresor de tumores, localizado
en el nucleo y encargado de reparar el ADN por medio
de recombinacién homologal[2], [15]. BRCA1 expresa las
isoformas BRCA1 FL (longitud larga), BRCAA11yBRCAA11q,
que se caracterizan por la inclusién/exclusion del exén 11,
lo cual determina la localizacion de BRCA1(Fig.2)[15]. En
diferentes tumores de cancer de mama, se ha observado
una sobreexpresion de BRCAA11q y una reducciéon de
BRCA1 FL[16].

DMTF1 (Factor de transcripcion tipo Myb 1 de
union aciclina D)

DMTF1 es un supresor tumoral activado por la via
RAS/ERBB2[17]. La presencia de la region homologa myb
(MHR) distingue las variantes DMTF1a, DMTF13 y DMTF1y.
DMTF1aes laisoformalarga que posee actividad supresora
de tumores[18]. DMTF1@ y DMTF1y son las variantes mas
cortas, ya que presentan una reduccién de MHR, que afecta
la unién al ADN[15]. En cancer de mama, el SA de DMTF1
se produce en el 30% de los casos, donde se observa a
DMTF1a disminuida y DMTF1 aumentada. Por medio
de secuenciacion de ARNm se ha reportado que DMTF13
aumenta su expresion entre 43%-55%[15], [17]. Ademas,
la sobreexpresion de DMTF1B y DMTF1y se ha asociado
con lareduccién de la tasa de supervivencia a largo y corto
plazo[18].

HER2 (Receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano)

HER2 es un oncogén que pertenece a la familia de
receptores tirosina cinasa[15], [19]. La sobreexpresién
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del receptor lo clasifica como subtipo HER2+, que
representa del 15-20% de los casos diagnosticados en
cancer de mama(2], [19]. Ademas, la sobreexpresién de
HER2 es del ~30% en cancer de mama primario[13], [15].
Generalmente, HER2 expresa la variante A16HER2, que
carece del exén 20, predominante en cancer de mama
metastasico y asociada a la resistencia a farmacos (Fig.2)
[2], [15]. Se ha observado que la co-expresion de HER2
larga (FL) y A16HER2 incrementa la heterogeneidad
del céncer, por lo que altera su biologia, curso clinico y
respuesta al tratamiento[2]. Estudios recientes, reportan
la sobreexpresion de la isoforma HER2-112 que contribuye
en la tumorigénesis al mejorar la proliferacién, migracién e
invasion celular, ademas que activa las vias de sefializacién
RAS/MAPK y PI3K/Akt.

KLF6 (Factor 6 tipo Kriippel)

KLF6 es una proteina supresora de tumores, que posee
dominios de unién al ADN, llamados “dedos de zinc"[20],
[21]. En tejidos normales, KLF6 presenta cuatro exones
que constituyen la isoforma larga (KLF6 FL). En cancer, se
expresan las isoformas: KLF6-SV1, KLF6-SV2 y KLF6-SV3
que participan en la oncogénesis, progresion del tumor y
evasiondelaapoptosis[2],[15],[21].Laimportancia de estas
isoformas radica en la presencia y/o ausencia del dominio
de localizacion nuclear (NLS), pues se ha observado que
KLF6-SV1 permanece en el citoplasma debido a la pérdida
del exén 2 durante el SA[2]. Cabe resaltar que KLF6-SV1 es
la isoforma mayor predominante en cancer de mama, que
antagoniza la funcién de KLF6-FL, promueve la progresion
tumoral, contribuye en la transicion epitelio-mesénquima
y se asocia con un mal pronéstico (Fig.2)[15], [16], [20].

Survivina

BIRC5 codifica para la proteina multifuncional
survivina, implicada en el control de la mitosis, respuesta
al estrés celular y regulacién de la apoptosis[15], [22].
Generalmente, la survivina se expresa durante el desarrollo
fetal y no en tejidos diferenciados y sanos. En cancer de
mama, la sobreexpresion de la proteina estd involucrada
al inhibir la apoptosis, promover la angiogénesis y
proliferaciéon celular[15], [23]. BIRC5 tiene seis isoformas:
survivina WT (Wild Type), 2a, 2B, 3a, 3B y Aex3 (Fig.3)
[15]. Particularmente, la survivina Aex3 muestra una
sobreexpresiéon en tumores metastasicos y/o estadio 1V,
por lo que se relaciona con una enfermedad agresiva y
pronostico desfavorable en cancer de mamal[24], [25].
Ademas, se ha encontrado que la proteina Samé8 participa
en la exclusion del exén 3, al actuar como hnRNP, unirse al
pre-ARNm e impedir la unién de los factores de splicing, de
esta manera contribuye en la formacién de Aex3 y podria
utilizarse como una excelente diana terapéutica [8]. Por
otra parte, la survivina 2B es la isoforma mayor expresada
en tumores primarios de mama, que responden con éxito
al tratamiento, por lo que lo posiciona como un excelente
biomarcador(Fig. 2y 3) [8], [24], [25].
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Figura 2. Eventos de splicing alternativo involucrados en el desarrollo de cancer de mama. El esquema
representa multiples eventos de splicing alternativo que generan isoformas oncogénicas, De lado
izquierdo, se presenta el pre-ARNm que serd procesado. De lado derercho, se muestra las isoformas
resultantes. Las lineas oscuras simbolizan intrones y los rectdngulos esquematizan exones. Las lineas
punteadas indican la union de las exones. FL: Isoformas de larga longitud. WT: wild.
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Figura 3. 1soformas de la proteina survivina. La siguiente representacion grdfica muestra la composicion
de la proteina survivina. A) BirC5 codifica para la proteina survivina, que se caracteriza por la presencia de
un dominio BIR y una hélice superenrollada. B) El splicing alternativo que sufren los pre-ARNm de la
survivina, generan seis isoformas. De lado izquierdo, se esquematiza la region pre-ARNm que serd
procesada. De lado derecho, se observa el tamario y funcién de la proteina resultante.
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OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO (ASO’S)
COMO TRATAMIENTO CONTRA CANCERDE
MAMA

Durante mucho tiempo, el tratamiento de eleccién
contra cancer ha sido la radioterapia, quimioterapia y los
tratamientos hormonales, sinembargo, suuso compromete
la integridad del paciente. Ante estos acontecimientos, los
investigadores han buscado terapias alternas que mejoren
la efectividad del tratamiento y disminuyan el sufrimiento
del paciente.

Los oligonucledtidos antisentido (ASO's) son
secuencias cortas especificas de 15 a 30 nucledtidos que
se unen al ARNm para formar hibridos bicatenarios[1]. La
hibridacién de los oligonucleétidos inhibe la expresion
génica, mediante bloqueo estérico o por degradacién
del hibrido a causa de la RNasa H[26], [27]. Estos han sido
modificados quimicamente en la cadena principal y los
anillos de azucar, que incluyen modificaciones fosforotiato
(PS), fosforodiamidato morfolino(PMO) 2'-O-metoxietilo
(MOE) y 2-O-metilo (OMe), dando mejor resultado
2"-O-metilo y 2"-O-metoxietilo al proporcionar una mayor
especificidad, afinidad al ARNm diana y resistencia a la
degradacion por endonucleasas [26], [28], [29]. Por lo
tanto, estas modificaciones son una excelente opcion
para el recubrimiento de ASO’s utilizados contra cancer.
Ademas, se ha observado la participacion de los ASO’s en
lamodificacién de eventos de SA, que podrian reestablecer
el procesamiento de isoformas antitumorales. En este caso,
los oligonucleétidos interruptores de splicing (SSO) son
secuencias cortas, que compiten contra los factores de
splicing por la unién a elementos reguladores, por lo que
contribuye en la activacién o inhibicién del SA (Fig4.)[1],
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[29]. Los oligonucledtidos dirigidos a potenciadores de
splicing (TOES) son elementos que dirigidos a proteinas SR
y promueven la inclusién de exones. En diferentes estudios,
los TOES han sido utilizados para promover la inclusién del
exén 7 de SMN2 en pacientes con Atrofia Muscular Espinal
(AME)[29]. Los potenciadores de splicing exén-especifico
por efectores quiméricos pequenos (ESSENCE) son
moléculas que se unen al dominio serina/arginina, de las
proteinas SR, en el extremo 3’ para favorecer la inclusion de
exones[1]. Ademas, se ha demostrado la eficacia de estas
moléculas al redirigir el SA de SMN2 en AME, el exén 18
y Bcl-x en BRCAT1[1], [29]. En cambio, los oligonucleétidos
dirigidos a silenciadores de splicing (TOSS) son elementos
que reconocen proteinas hnRNP A1/A2, que afectan la
unién de U1 al pre-ARNm e inhibe el splicing alternativo.
Cabe resaltar que los TOSS ya ha sido probados y dirigidos
a hnRNP A1, reprimiendo la exclusion del exén 8 y
favoreciendo la inclusion del exén 7 de SMN2 en AME[30].

Los SSO también han sido probados en diversos genes
asociados a cancer. En glioblastoma, los SSO favorece
la inclusion del exén 14a en Mnk, lo que conlleva al
aumento de la expresion Mnk2a (supresor de tumores) y
disminucién de la isoforma Mnk2b (pro-oncogénica)[31].
Por otra parte, el disefio de TOSS, dirigido a hnRNP A1,
muestra una reducciéon de la isoforma Bcl-xL (Longitud
completa) y aumento de Bcl-xS (longitud corta) en lineas
celulares de cancer de préstata, colon y mama, de manera
que favorece la apoptosis[30]. Ademas, OT-101 es un ASO,
disefhado para inhibir el ARNm de TGF-32, que mostré una
mejoria en la supervivencia general de los pacientes con
cancer de pancreas[32]. En este sentido, la unién de ASO’s
a elementos reguladores restableceria el SA y disminuiria
la expresion de oncogenes en cancer de mama.
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Figura 4. Mecanismos de accién de los oligonucleétidos antisentido en splicing alternativo. A) El oligonucleétido
antisentido se une a elementos silenciadores de splicing que impiden la inclusion del exén 2. B) El oligonucleétido
antisentido se une a elementos potenciadores del splicing, que favorecen la inclusion del exon 2. Posteriormente, el
ARNm es transportado hacia el citoplasma para ser traducido a proteina en el ribosoma.
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Introduccion

El splicing alternativo {SA) es el mecanismo co-transcripcional empleado por el 85% de los genes humanos, que involucra el corte o empalme diferencial de
exones (secuencias codificantes) e intrones (secuencias no codificantes) para formar transcritos complejos y diferentes proteinas (Figura 1) (1,2). Este fenomeno
es uno de los principales reguladores de |a expresién génica, que en ocasiones puede dafiarse y producir isoformas aberrantes; un ejemplo claro es en cancer de
mama. El cancer de mama es una de las problematicas en salud publica, que reguiere atencion, debido a sus altos niveles de incidencia, prevalencia y mortalidad.
A nivel mundial, este tumor ocupa el primer lugar entre las neoplasias mas frecuentes. En México, se estima que cada arfo existen 40.5 casos nuevos por cada
100 000 mujeres (3). Molecularmente, la desregulacion del spiicing alternativo en diversos genes, se ha correlacionado con la progresion tumoral, debido a que
favorece la angiogénesis, invasion y metastasis, ademas de que altera el ciclo celular e inhibe la apoptosis. Recientemente, se han reportado terapias que
restablecen el splicing alternativo mediante el empleo de oligonucledtidos antisentido para el tratamiento de multiples enfermedades (4).
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Elementos que determinan los eventos de splicing
alternativo

El SA es un proceso complejo que involucra la union ordenada de las
ribonucleoproteinas nucleares pequefias (snRNP’s) (U1, U2, U4, U5 y UB), las
proteinas ricas en serina y arginina (SR) y las proteinas ribonucleares
pequefias (hnRNP’s) al ARNm. La unién entre si de las snRNP’s forman el
espliceosoma, encargado del procesamiento de infrones y exones. Mientras
que las proteinas SR y hnRNP's reconocen sitios reguladores (Figura 2) (5).
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Desregulacion del splicing alternativo en genes
asociados a cancer de mama

En ocasiones, el SA puede verse afectado por mutaciones génicas y cambios
en las proteinas espliceosomales, lo que genera la formacién de isoformas
oncogénicas e inhibe la produccién de isoformas supresoras de tumores,
especialmente en cancer de mama. Un ejemplo claro de esto, son las
multiples isoformas de los genes ERa, BRCA1, DMTF1, HER2, KLF6 y BIRCS
(5).

Cada una de las isoformas reportan diferentes eventos de SA, lo que propicia
reordenamientos diferentes de intrones y exones, asi como cambios en la
funciones proteicas (Figura 3). Las isoformas de longitud completa de BRCA1,
KLF6 y DMTF1a tienen actividad supresora de tumores, es decir, impiden la
formacién de tumores. En cambio, la sobreexpresién de las isoformas
BRCA1A11q, DMTF1B y KLF6 SV1 (Figura 3) se ha relacionado con la
progresion tumoral, actividades metastasicas y resistencia a farmacos
antineoplésicos, por lo que se producen bajas tasas de supervivencia en
personas con cancer de mama. Asimismo, ER y HER2 son receptores
harmanales que exhiben las variantes ERad6, A16HER2 y HER2-112 (Figura
3). La sobreexpresidn de estas en céncer de mama, se asocian con el
mejoramiento de la proliferacion, migracion e invasion tumoral, asi como
actividades metastasicas y resistencia a farmacos (6}

En condiciones normales, BIRC5 codifica para la proteina survivina,
encargada de regular la mitosis celular y la apoptosis. Esta proteina se
expresa Unicamente durante el desarrollo fetal. Sin embargo, se ha
encontrado la expresion de las isoformas survivina-2B y survivinaA-Ex3
(Figura 3), que estan involucradas en el desarrollo de cancer de mama
primarioc y metastasico, respectivamente. Ademdas que promueven la
proliferacion celular y la angiogénesis; scbre todo inhiben la apoptosis (6).
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Hasta el momento, la quimioterapia, la radioterapia y los tratamientos
hormonales son el tratamiento de eleccién contra cancer de mama, lo que los
vuelve inespecificos y poco selectivos, pues la mayoria de ellos dafian por
igual a las células sanas y tumorales. Ademas que deterioran la salud fisica y
animica de la persona; es por esto que se han buscado nuevas terapias que
mejoren la especificidad y reduzcan el dafio, tal come los oligonucledtidos
antisentido (6).

Los oligonucledtidos antisentido (ASO's) son secuencias cortas y especificas
(15-30 nucledtidos), que forman hibridos bicatenarios a través de su unién al
ARNm. En SA, los ASO's compiten contra los factores de SA por los sitios
reguladores, lo gue facilita la inclusién o exclusion de exones e intrones y
restablece la isoforma (Figura 4) (7). Clinicamente, este tipo de terapia ya ha
sido aplicada en pacientes con Atrofia Muscular Espinal (AME). Nusinersen es
el ASO aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA),
que incluye el exon 7 en SMN2 al unirse al ISS, por lo que restablece la
isoforma, mejora la funcién motora y la supervivencia de vida del paciente. En
este sentide, los ASO’s pueden ser dirigidos a las isoformas oncogénicas para
restablecer las isoformas candnicas, pues han demostrado ser especificos y
no generan toxicidad al cuerpo humano (6).
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