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RESUMEN

El mesotelioma pleural maligno (MPM) es un tumor poco frecuente pero agresivo que se
origina en la pleura y se diagnostica en etapas avanzadas de la enfermedad. El MPM es
dificil de diagnosticar, presenta una respuesta pobre a los tratamientos oncologicos
disponibles y una sobrevida de 12 meses. El diagnéstico definitivo se basa en el analisis
subjetivo y cualitativo de marcadores tisulares en muestras de tejido pleural, por lo que
es necesario el desarrollo de herramientas de diagndstico cuantitativas y no-subjetivas.
Una alternativa potencial son los microRNAs (miRNAs), quienes han surgido como
biomarcadores potenciales de diagnéstico de diversas neoplasias, incluyendo el MPM.
Los miRNAs son RNA no-codificante que regula la expresion genética a nivel post-
transcripcional mediante la inhibicién de la transcripcion. Los miRNAs regulan procesos
celulares esenciales como el ciclo celular, la diferenciacion, la proliferacion, y la
apoptosis. Evidencias indican que la expresion alterada de miRNAs tisulares permite
distinguir tejido normal (sano) de tejido tumoral, lo que los sefiala como biomarcadores
potenciales de diagndstico. Aunado a lo anterior, los miRNAs secretados a circulaciéon
sanguinea pueden presentar alteraciones asociadas a la presencia de neoplasias, por lo
que podrian ser biomarcadores de diagndstico no-invasivo. Los niveles de los miRNAs
tisulares y en circulacion pueden ser medibles en forma cuantitativa, por ejemplo PCR
en tiempo real, por lo que es factible el desarrollo de un aprueba diagndstica cuantitativa
y no-subjetiva.

Este trabajo consiste en una investigacion documental sisteméatica para analizar el valor
potencial de los miRNAs tisulares y secretados a circulacion sanguinea como
biomarcadores de diagnodstico del mesotelioma pleural maligno. Esta investigacion se
basé en la consulta de publicaciones en revistas cientificas con “revision por pares” o
“peer review” (término en el idioma inglés), publicadas hasta la fecha de la finalizacion

de este trabajo.
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INTRODUCCION

El Mesotelioma maligno es un céncer primario del mesotelio seroso (2), el cual se
desarrolla en 4 partes principales del cuerpo: peritoneo, pericardio, tlnica vaginal y la
pleura toracica (3); siendo el mas frecuente este Ultimo. EI mesotelioma pleural maligno
(MPM) es un tumor agresivo, poco comun y de pobre pronostico, el cual se origina a partir
de las células mesoteliales de la pleura (4-6).

La pleura es una membrana delgada y serosa formada por células mesoteliales que se
derivan del mesodermo embrionario y para su posterior localiza en el térax (7). Las
células mesoteliales de la pleura descansan sobre una matriz de colageno, fibras
elasticas, vasos sanguineos y linfaticos, cuya funcion es permitir la expansion y
contraccion del térax y pulmones (8). La pleura consiste de dos secciones: la pleura
parietal, que cubre la pared toracica y el diafragma; asi como la pleura visceral que cubre
los pulmones. El espacio que existe entre ambas pleuras es llamado cavidad pleural, el
cual contiene de 0.5 a 1mL de liquido pleural (9-11), como se muestra en la figura 1. A
este respecto el MPM se puede originar en cualquier parte de la pleura, tanto parietal
como visceral, sin embargo aproximadamente el 80% de todos los casos se produce en la
pleura visceral y el 20% en la pleura parietal (12).

La pleura, ademas de brindar lubricacién y elasticidad a los pulmones durante el
movimiento de inspiracién y expiracion, también provee de proteccion contra infecciones
(1, 8). Adicionalmente la pleura se encuentra conformada por cinco capas celulares (3):

1) Capa de células mesoteliales.

2) Tejido conectivo mesotelial delgado con lamina basal.

3) Capa elastica superficial delgada.

4) Capa de tejido conectivo laxo que contiene el tejido adiposo, fibroblastos,
mastocitos y otras células mononucleares incluyendo vasos sanguineos, nervios y
vasos linfaticos.

5) Capa fibroelastica profunda adherida a pulmén y muasculo toracico.

Las células mesoteliales son derivadas de la cavidad celémica en la cavidad pleura, estas
células en estado fisioldgico de normalidad estdn conformadas por una capa lisa, brillante

y semitransparente (7).
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Pleura cervical

Pleura viceral

Cavidad pleural

Pleura Diafragmatica

Pleura mediastinal

Figura 1. Esquema de las partes que conforman la pleura en la cavidad toracica. Tomada y
modificada de De Paoli, et al, 2015 (1).

El MPM es un tumor que generalmente se asocia con exposicién al asbhesto en 80% de
los casos (4, 6, 13). Los sintomas de la enfermedad se manifiestan después de un
periodo de 20-40 afios desde la exposicion al carcinégeno, y presenta una sobrevida de
9-12 meses (4-6, 14). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 92,252 muertes
en el periodo 1994-2008 debido a esta enfermedad a nivel mundial (15), pero se sugiere
gue la cifra esta subestimada por la falta de registros confiables del diagnéstico del MPM
(16). Se predice ademas un incremento en la incidencia mundial del mesotelioma en 10-
20 afios, basados en los periodos de alta exposicion al asbesto (4). El MPM es dificil de
diagnosticar, presenta una respuesta pobre a los tratamientos oncoldgicos disponibles y
una sobrevida de 12 meses. El diagnéstico definitivo se basa en el analisis subjetivo y
cualitativo de marcadores tisulares en muestras de tejido pleural mediante
inmunohistoquimica, lo que contribuye a la dificultad de su diagnéstico certero y al
diagndstico en etapas avanzadas de la enfermedad.

A pesar de ser considerado un padecimiento tumoral relativamente poco comun, el MPM
toma gran importancia debido a la gran cantidad de personas expuestas al asbesto o0 sus
derivados, o bien a su dificil diagnostico, falta de terapias efectivas, y la agresividad de la
enfermedad (4-6, 14). En particular, el diagnéstico dificil de esta enfermedad sefiala la

necesidad de métodos alternativos de diagndstico, preferentemente métodos cuantitativos
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y no-subjetivos. Los MicroRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios nho-codificantes que
regulan la expresion genética a nivel post-transcripcional. Estos han sido sefialados como
biomarcadores potenciales de diagnéstico de mdltiples neoplasias, incluyendo el MPM y
pueden cuantificarse tanto en tejido como en fluidos corporales como sangre periférica,
por lo que ofrecen una alternativa viable a la necesidad de nuevos métodos diagnosticos.

JUSTIFICACION

El mesotelioma pleural maligno (MPM) es un tumor poco frecuente pero agresivo, que se
diagnostica generalmente en etapas avanzadas de la enfermedad debido a que su
diagndstico certero es dificil de alcanzar. El método diagndstico considerado “estandar de
oro” se basa en el analisis subjetivo y cualitativo de marcadores tisulares en muestras de
tejido pleural, por lo que es necesario el desarrollo de herramientas alternativas de
diagnéstico que sean cuantitativas y no-subjetivas. Una alternativa potencial son los
microRNAs (miRNAs), quienes han surgido como biomarcadores potenciales de

diagndstico de diversas neoplasias, incluyendo el MPM.

OBJETIVO

Analizar el valor predictivo de los microRNAs tisulares y secretados a circulacion
sanguinea como potenciales biomarcadores de diagnéstico y prondstico del mesotelioma
pleural maligno, mediante en la buasqueda y revisibn sistémica de trabajos de

investigacion publicados a la fecha.
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METODOLOGIA

Se desarrollara la investigacion documental del tema “microRNAs tisulares y secretados a
circulacion sanguinea como biomarcadores de diagndstico del MPM” mediante la
busqueda sistémica y consulta del contenido tedrico y experimental de publicaciones en
revistas cientificas con “revision de pares” o “peer review” (en el idioma inglés), publicadas
hasta la fecha de la finalizacion de este trabajo. Lo anterior permitira la descripcion del

estado del arte historico y actual del tema aqui propuesto.

RESULTADOS Y DISCUSION

l. CLASIFICACION HISTOLOGICA, CLINICA Y ESTADIO DEL MPM
El MPM se clasifica histol6gicamente en 3 tipos: sarcomatoide, mixto y epiteloide (14, 17),
siendo este Udltimo el mas frecuente con 60% de los casos (18). El tipo histolégico
epiteloide se clasifica a su vez en los subtipos tubulopapilar, adenomatoide, laminar, de
células pequefias, de células claras y deciduoides (Tabla 1). Esta clasificacion se basa en
los patrones celulares, en la relacion nucleo-citoplasma y organizacion histolégica que
posee cada tipo de MPM (19-21).

Tabla 1. Clasificacién histoldgica del MPM

Tipo de MPM Caracteristica Subtipos
Las células pueden ser oval, cuboide o
poligonal, con una cantidad moderada de|
citoplasma eosinofilo y nudcleos redondos
con nucléolos prominentes

Se compone de células fusiformes
Sarcomatoide malignas que crecen en fasciculos o al
azar dentro de estroma fibroso.

Posee areas con los tipos epiteloide y
Bifasico sarcomatoide, que comprenden al menos
el 10% del tumor.

Tubulopapilar, adenomatoide
(microglandular), laminar, células pequefias,
células claras y deciduoid.

Epiteoide

La clasificacién clinica o estadio del MPM se refiere a la extension anatomica aparente
de la enfermedad, y se basa en la descripcién de los componentes de la escala llamada
TNM, donde T es la extension del tumor primario; N representa la ausencia o presencia
del tumor infiltrado a nodulos linfaticos y M es la ausencia o presencia de tejido tumoral

metastasico (Tabla 2 y 3) (22). De acuerdo a la “Classification Tumours of the Lung,

15



Pleura, Thymus and Heart” de la OMS (23), la T para los tumores pleurales se clasifica

en:

T1: El tumor se encuentra en la pleura parietal ipsilateral

Tla: El tumor se encuentra en la pleura ipsilateral parietal (mediastinica,
diafragmatica). No hay rastro del tumor en la pleura visceral.

T1lb: El tumor se encuentra en la pleura parietal ipsilateral (mediastinica,
diafragmatica), con afectacion focal de la pleura visceral.

T2: El tumor se encuentra en cualquier superficie pleural ipsilateral, con al menos
una de las siguientes caracteristicas: tumor pleural visceral confluente (incluyendo
la fisura), invasion del muasculo diafragmético y/o . invasion del parénquima
pulmonar

T3: El tumor se encuentra en cualquier superficie pleural ipsilateral, con al menos
una de las siguientes caracteristicas: invasion de la fascia endotoracica, invasion
en la grasa mediastinica, foco solitario del tumor que invade los tejidos blandos de
la pared toracica y/o compromiso no transmural del pericardio.

T4: : El tumor se encuentra en cualquier superficie pleural ipsilateral, con al menos
una de las siguientes caracteristicas: invasion difusa o multifocal de los tejidos
blandos de la pared toracica, cualquier foco en la costilla, invasién a través del
diafragma hasta el peritoneo, invasion de cualquier 6érgano mediastinico,
extension directa a la pleura contralateral, invasién en la columna vertebral,
extension a la superficie interna del pericardio, derrame pericardico con citologia

positiva, invasion del miocardio, invasion del plexo braquial

La presencia o ausencia de células tumorales en nédulos linfoides se clasifica mediante:

a.

b
c
d.
e

NX: Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

NO: No hay metastasis ganglionares regionales

N1: Metastasis en ganglios linfaticos broncopulmonares y/o hiliares ipsilaterales
N2: Metéastasis en el (los) ganglio(s) linfatico(s) subcarinal y/o nédulo(s) linfatico(s)
N3: Metéastasis en el ganglio linfatico supraclavicular o escalar contralateral,
mediastinico, mamario interno o hilar y/o ganglio linfatico supraclavicular o

escaleno ipsilateral o contralateral.

La presencia de metéstasis a distancia se clasifica mediante la M:

a.

a.

MO: No hay metastasis a distancia

M1: Metastasis distante
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TablaR.Tlasificacién@linicaB®@stadio@el@ancer?
basadonHafrMNBegunZa@DMS

Estadio del cancer TMN
Estadio IA T1a NO MO
Estadio IB T1b NO MO
Estadio Il T2 NO MO
T1,2 N1 MO
Estadio 11l T1,2 N2 MO
T3 NO,1,2 MO
T4 NO,1,2,3 MO
Estadio IV T1,2,3,4 N3 MO
C T1,2,3,4 N0,1,2,3 M1

Tabla 3. Clasificacion de TNM para tumores de pulmoén, pleura, timo y corazon segun WHO

TX Tumor primario que no puede ser evaluado
.. |70 No hay evidencia de tumor primario

Tumor primario
T1, Tla, Tlb, T2, ~ e . .
T3 T4 Incremento de tamafio y/o extension local del tumor primario

N6dulos linfati NX Nodulos linfoides regionales que no pueden ser estudiados
° rioi);gl::os NO No hay metéastasis a nédulos linfoides regionales
9 N1, N2, N3 Incremento de la afectaccion de los nédulos linfaticos regionales
MX La metastasis no puede ser estudiada
Metastasis MO No hay metastasis

M1 Metastasis

. PATOGENIA DEL MESOTELIOMA PLEURAL MALIGNO
La exposicion a fibras de asbesto es la principal causa ambiental asociada al desarrollo
de MPM, en un 85-90% de los casos a nivel internacional (22) (24). En México, Aguilar-
Madrid y colaboradores en el afio 2010 reportaron que 81% de los casos de MPM se
encuentran asociados con la exposicion al asbesto (23). Los sintomas de la enfermedad
se manifiestan de 20-40 afios después de la exposicién al mismo (22). Las fibras de
asbesto estdn compuestas de silicatos de hierro, sodio, magnesio y calcio, que son de
estructura rigida, larga y recta como agujas con un tamafio aproximado de 8 micras de
longitud y 0.25 micras de diametro (25). Las fibras se alojan en la cavidad pleural a través
de la traquea, bronquios y alvéolo pulmonares; aunque algunas fibras logran alojarse en
los nédulos linfaticos (26). Cuando las fibras de asbesto llegan a la pleura causan un
dafio mecanico tisular, inflamacién crénica y necrosis celular (10, 27, 28). Se cree que la
interaccion prolongada de las fibras de asbesto con las células mesoteliales e
inflamatorias inician ciclos prolongados de dafio tisular, reparacion tisular e inflamacion
local, lo que conduce finalmente a la carcinogénes por mecanismos aun en estudio. A
continuacién se describirdan algunos de los mecanismos moleculares identificados. Las

fibras de asbestos causan necrosis de las células mesoteliales, las cuales en respuesta
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traslocan la proteina High Mobility Group box 1 (HMGB1) del nucleo al citoplasma donde
posteriormente es secretada al exterior. La HMGB1 es un arquetipo de las moléculas
pertenecientes al grupo conocido como patron molecular asociado a dafio (DAMP), las
cuales inducen inflamacién y regulan los procesos de reparacion tisular (29). La liberacion
de la HMGB1 induce que los macréfagos secretren TNF-alfa, la cual dispara una
respuesta inflamatoria crénica. Durante el proceso inflamatorio, las células mesoteliales y
macréfagos producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y TNF-alfa, los cuales
amplifican la respuesta inflamatoria. A su vez, ROS causa dafio al DNA y aneuploidia de
las células mesoteliales (30), mientras que TNF-alfa activa NF-kB que forma parte de un
mecanismo de rescate celular que favorece la sobrevivencia de las células mesoteliales
dafiadas. Debido a que las células mesoteliales dafiadas a nivel de DNA deben ser
eliminadas mediante necrosis o0 bien apoptosis, se sospecha que este evento podria
favorecer la tranformacion maligna de las células que logran sobrevivir a la necrosis
inducida por el asbesto (31). Yang y colaboradores demostraron la ocurrrencia de los
eventos anteriores en células mesoteliales humanas, y ademas encontraron el desarrollo
de hiperplasia mesotelial en la zona de inflamacién crénica, acumulacion de macréfagos y
depdsito de fibras de asbesto en modelo de raton (32). También encontraron evidencias
de que ambas, las células mesoteliales y los macréfagos, fagocitan las fibras de asbesto;
asi como la localizacién especifica del HMGB1 y TNF-alfa en las mismas areas, usando
cortes histoldgicos. La liberacion de la HMGB1 también induce la activacion de la Nalp3
inflamasoma (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) producida por las
células inflamatorias. La Nalp3 es un complejo de sefializacién que activa la procaspasa-1
e induce el procesamiento de las citosinas inflamatorias dependientes de caspasa-1 IL-1
(33). Ratones deficientes en Nalp3 muestran una disminucidn en la patologia pulmonar
gue se presenta en respuesta a la exposicion al asbesto, comparado con ratones
silvestres (no modificados) (34).

Por otra parte, el desarrollo del MPM ha sido asociado a factores genéticos. Estudios
realizados en una epidemia de MPM en Cappadocia (Turquia) y en los Estados Unidos de
Ameérica demostraron que el riesgo de desarrollar esta enfermedad era transmitido con un
patron autosomico dominante en ciertas familias identificadas como de alto riesgo (35).
Aunado a lo anterior, la mutacion germinal del gen BAP1 ha sido asociada con un riesgo
alto de desarrollar mesotelioma en algunas familias en Estados Unidos de América (36,
37). BAP1 es una enzima que elimina la ubicuitina durante la respuesta al dafio al DNA y

en el ciclo celular, induciendo la progresion a la fase S, necrosis celular y apoptosis (38)
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BAP1 es considerada un supresor de tumores, y las mutaciones que eliminan la actividad
de desubicuitinacién de esta enzima también eliminan su actividad supresora de tumores
(38).

Otro factor de riesgo asociado al desarrollo del MPM es la exposicion a radiacion del térax
y abdomen a temprana edad (34). Teta y colaboradores en el 2007 (39) realizaron un
estudio de vigilancia de pacientes con linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin por 30
anos que presentaron MPM. Los resultados obtenidos mostraron un aumento en las tasas
de mesotelioma para los pacientes con linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin que
habian recibido radioterapia.

Algunos trabajos sugieren que la infeccion por el virus Simian 40 (SV40) esté asociada al
desarrollo de MPM (40-42). EI SV40 es un virus cuyo principal huésped es el mono pero
fue transmitido a los humanos en 1950 y 1960, mediante la contaminacion de lotes
tempranos de la vacuna del poliovirus, ya que inicialmente eran producidas usando lineas
celulares primarias de monos y algunas de estas estaban contaminadas con SV40. Sin
embargo, las evidencia que sugiere la asociacion del SV40 con el MPM se considera
controversial, ya que existen discrepancias en los estudios realizados en humanos (40,
42).

[l. DIAGNOSTICO DEL MPM

El MPM presenta sintomas inespecificos como fatiga, fiebre, diaforesis, palidez, pérdida
de peso, disfonia, disfagia, sindrome de vena cava superior y dolor irradiado al brazo
(43), por lo que no se generan una sospecha de la presencia de la enfermedad. Por otro
lado, el MPM en etapas avanzadas se caracteriza por derrame de liquido pleural, dolor en
pecho y disnea (dificultad para respirar), esta Ultima generalmente es producida debido al
derrame o al engrosamiento pleural (3). Estos ultimos sintomas generan la sospecha de
una posible neoplasia. Cuando existe la sospecha de una neoplasia, se realiza una
radiografia de térax, con la cual es posible identificar la presencia del derrame pleural, el
engrosamiento pleural difuso y masas tumorales. La presencia de un engrosamiento
pleural difuso y con prominencias nodulares sugiere la presencia de mesotelioma (44).

El derrame pleural, que es uno de los signos mas evidentes en las placas radioldgicas, no
siempre es de caracter neoplasico, por lo que se clasifican en 2 tipos: trasudados y
exudados. Los trasudados son el resultado de falla cardiaca, cirrosis hepatica,

hipoalbuminemia y dialisis peritoneal; mientras que los exudados son ocasionados por
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enfermedades paraneumodnicas, tuberculosis y neoplasias (45). Los trasudados y
exudados se diferencian mediante los criterios de Ligth. Se identifica como exudado si
cumple uno de los 3 siguientes criterios (46):

a) Proteinas en Liquido Pleural/Proteinas en suero > 0,5

b) Lactato Deshidrogenasa (LDH) del liquido pleural/LDH en suero >0,6

c) LDH del liquido pleural més de dos tercios del limite superior normal para el suero
Si los niveles de proteina son menores a 30 g/L es considerado trasudado y mayor al
mismo es un exudado (47). Se conoce que células de origen inmunoldgico se infiltran al
liquido pleural en respuesta a la formacion del mismo, e incluso se ha propuesto que el
tipo y nimero de las misma puede ser usado como un indicador del tipo de enfermedad
presente en el paciente (48), en este caso la cantidad de células que contiene un
trasudado es menor a 1000 leucocitos/uL, contrastando con los exudados que presentan
un minimo de 5000 leucocitos/uL y que dependiendo de la cantidad de las mismas
pueden ser asociados a las principales enfermedades que lo provocan, como se muestra
en la tabla 4 (45). Asi mismo las células en liquido pleural en estado fisiol6gico normal
son de aproximadamente de 1500 células por microlitro con un predominio de 30-75% de

monaocitos, 3-70% células mesoteliales, 2-30% de linfocitos y 10% de neutrdfilos (45-47).

Tabla 4. asociacion entre cantidad de leucocitos y las
principales enfermedades que causan exudados
Leucocitos/uL Enfermedades
Menos de 1,000 Asociado a trasudado.
5,000-10,000 Exudado pleural.
10,000-50,000 Derrame paraneumonico.
Mas de 50,000 Empiemas.

Cuando existe la sospecha de derrame pleural maligno (causado por neoplasias) se
realiza un examen citolégico del liquido pleural, sin embargo solo se logra identificar el
60% de los casos verdaderos positivos mediante esta técnica (45). El método diagndstico
del MPM considerado como el “estandar de oro” consiste en la obtencion de muestra de
tejido pleural, generalmente por una toracoscopia (46), la cual se procesa para obtener
cortes histolégicos a los cuales se realiza la deteccion de marcadores tisulares, usando la
técnica de inmunohistoquimica. La técnica de inmunohistoquimica se basa en la
deteccion de marcadores tisulares mediante anticuerpos especificos que reconocen a
tales marcadores como su antigeno. En forma general, la técnica consiste en la adicion de

los anticuerpos marcados con una enzima al tejido, seguido por un tiempo de incubacion

20



para permitir que los anticuerpos se unan a su antigeno si éste se encuentra presente.
Sigue un lavado del tejido, con lo cual los anticuerpos que no encuentran a su antigeno
son eliminados. A continuacion, se agrega el sustrato de la enzima al tejido, de tal manera
que si el anticuerpo-enzima estan presentes se desarrolla un precipitado de color café que
es el producto de la reaccidon enzimatica. Esta coloracién puede variar de intensidad de
acuerdo al lote o clona del anticuerpo usado, ademas de la cantidad de marcadores que
se encuentren en el tejido. El patélogo observa el tejido al microscopio y decide si la
prueba es positiva 0 negativa basandose en su criterio y experiencia, por lo que el
diagndstico es subjetivo y cualitativo. Lo anterior puede ser causa de error o variabilidad
en los resultados, y se adiciona a ello la disponibilidad (o no-disponibilidad) de los
anticuerpos requeridos o bien el uso de diferentes lotes de anticuerpos. Para el
diagndstico del mesotelioma se recomienda el uso de al menos 2 marcadores positivos
para el MPM y 2 marcadores negativos (49, 50); tipicamente el MPM es positivo para la
calretinina y citokeratina 5/6; pero negativo para Factor de transcripcion tiroidea 1 (TTF-1)
y el antigeno carcinoembrionario (CEA) (17, 51). Por otro lado, en el caso del diagnéstico
del MPM epiteloide, el subtipo tubulopapilar y acinar puede ser dificil de distinguir del
adenocarcinoma pulmonar (Adp) debido al patron mesénquimal/epitelial que ambos
presentan (20, 52). En este caso, el diagndstico diferencial de MPM epiteloide y ADp
requiere del uso de otro panel de anticuerpos en la tincién inmunohistoquimica los cuales
sean positivos para MPM epiteloide como (49): Carletinina, que es una proteina de union
al calcio y que es expresada en las células mesoteliales reactivas y las células de MPM,
tiene una tincion nuclear y citosdlica (53) y Citoqueratina 5/6 que son una proteina que
constituyen el citoesqueleto celular, y su expresiébn se encuentra Gnicamente en las
células basales de los epitelios glandular y escamoso, mioepitelio, epitelio escamoso y
mesotelio, lo cual es conservado durante la malignizacién y metastasis por lo que es
posible reconocer inmunohistoquimicamente a los  mesoteliomas (54, 55). Los
marcadores positivos para el Adp son: CEA que es una glucoproteina que se encuentra
distribuida por toda la superficie celular, en condiciones normales participa como molécula
de adhesion, receptor molecular de superficie celular, regulador de la sefial de
transduccién y como parte de la inmunidad innata (56); y el Ber-EP4 que es un anticuerpo
monoclonal positivo para tejidos epiteliales, pero negativo para células mesoteliales (57) .
El diagnostico diferencial de

ambas enfermedades es importante ya que el régimen de tratamiento es diferente para

cada una de ellas (58).
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Lo anterior implica que el diagndstico del MPM es dificil, ya que conjunta varios factores
como son la ausencia de sintomas especificos en etapas avanzadas de la enfermedad, el
requerimiento del uso de técnicas invasivas para la obtencion de tejido pleural que se
usara para el diagnéstico histoldgico, y por ultimo el uso de una técnica “estandar de oro”
subjetiva y no-cuantitativa.

Para incrementar la probabilidad de un diagnostico certero del MPM, la guia para el
diagndstico del MPM emitida por el “Grupo Internacional de Interés en MPM” recomienda
que el diagnéstico se base en la interpretacion del conjunto de los hallazgos clinicos,
radiolégicos y patoldgicos (inmunohistoquimica) (49).

Una alternativa seria el desarrollo de herramientas de diagndstico cuantitativas, como
puede ser la determinacion cuantitativa de la expresibn de MicroRNAs (MmiRNAS)
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con transcriptasa inversa
(RT-gPCR). La expresion de ciertos miRNAs ha sido asociada a la presencia de
neoplasias por lo que se han sefialado como biomarcadores potenciales de diagndstico,
son estables en las muestras bioldégicas donde se encuentran y son cuantificables, por lo

gue constituyen una alternativa prometedora (59).

V. DEFINICION Y BIOGENESIS DE LOS MIRNAS

Los miRNAs son acido ribonucleico (ARN) no codificante de ~22 nucle6tidos de origen
enddégeno que regulan la expresion genética a nivel post-transcripcional mediante el
bloqueo de la traduccion o la degradacion de RNA mensajeros blancos especificos
(mRNA) (60).

La biogénesis de los miRNAs inicia en el nucleo a través de la transcripcion de los genes
que codifican para los mismos mediante la accion de la ARN polimerasa Il (Pol Il), la cual
genera los precursores llamados miRNA primarios o pri-miRNAs. El pri-miRNA presenta
un tamafio de 60-100 nucledtidos (nt) con una estructura caracteristica de “tallo-burbuja” o
“hairpin”, que consiste en un tallo de 33-35 pares de bases con un bucle terminal y
segmentos de RNA de cadena simple en el extremo 5y 3" (61). Los pri-miRNAs son
procesados dentro del nucleo por el complejo enzimético Drosha-DGCR8 (62) que corta el
pri-miRNA y genera el precursor pre-miRNA, caracterizado por un menor tamafio (~70 nt)
(63, 64). Estos pre-miRNAs son exportados al citoplasma a través de la exportina-5-
RanGTP. El pre-miRNA es posteriormente procesado en el citoplasma por la

endonucleasa RNasa Ill conocida como DICER, la cual se une al pre-miRNA cerca del

22



bucle terminal para su corte y edicién produciendo los miRNAs maduros de ~22nt (65),
como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Biogénesis de miRNAs en la célula

A continuacion, la proteina Argonauta (AGO), que forma parte del complejo de induccion
al silenciamiento del RNA (RISC o miRISC) se une a los miRNAs maduros. En el
complejo RISC, una hebra es retenida (hebra lider o guia) y la otra es eliminada (44). Esta
hebra guia reconoce la region 3’'UTR del mMRNA de forma parcialmente complementaria,
sin embargo, la union debe presentar una perfecta complementariedad en una region de
2-8 nucledtidos llamada region semilla, localizada en el extremo 5 de los miRNAs (60, 66,
67). La union del miRNA a su mARN blanco induce que la traduccién del mRNA blanco
sea bloqueada mediante tres posibles mecanismos: represion de la traduccion,
degradacion del mRNA y desestabilizacion del mRNA (68).

V. PROCESOS BIOLOGICOS REGULADOS POR LOS MICRORNAS

Los miRNAs regulan de forma crucial multiples procesos celulares tales como el ciclo
celular, la diferenciacion, la apoptosis, la proliferacion, etcétera; por lo que constituyen un
mecanismo conservado de regulacion de la expresion genética (69).

La consecuencia biologica de la regulacion genética de los miRNAs depende del blanco o

blancos que regulen. Por ejemplo, si un miRNA reconoce como blanco a una o varias
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citosinas pro-inflamatorias, entonces la expresion de ese miRNA promovera un efecto
anti-inflamatorio. Una caracteristica relevante de los miRNAs es que funcionan como una
red de regulacién que puede afectar a vias de sefializacion completas, de manera que su
efecto es relevante a nivel celular y biologico (70).

En concordancia con lo anterior, la funcion anormal de los miRNAs se ha asociado a
multiples patologias, incluyendo las enfermedades malignas como el cancer de colon,
pulmoén, pancreas, entre otros (59, 71, 72). Adicional a lo anterior, en el cancer los
MiRNAs alterados pueden funcionar como oncomiRs (similar a oncogenes) o bien como
supresores de tumores dependiendo del blanco(s) que afecten. Los miRNAs que
funcionan como oncomiRs pueden desencadenar la oncogénesis mediante la inhibicion
de genes supresores de tumores; mientras que los miRNAs que funcionan como
supresores de tumores previenen el desarrollo tumoral mediante la inhibicion de
oncogenes tales como genes que controlan la proliferacion (73). Un ejemplo, el oncomiR
hsa-miR-21 se expresa altamente en varios tumores, incluyendo cancer de mama, de
ovario, colorectal, pulmonar y leucemia (74). Los blancos de miR-21 corresponden a
genes supresores como PTEN y TPM1 (75).

Por otro lado, actualmente se conoce que los miRNAs son secretados por las células en
condiciones fisiol6gicas de normalidad y patolégicas. Estos miRNAs secretados son
estables en el exterior celular ademas de tener la capacidad de ser incorporados a otras
células receptoras conservando su funcionalidad. Las evidencias indican que los miRNAs
secretados forman parte de un mecanismo de comunicacion célula-célula, el cual
depende del tipo, origen y condiciones fisiologicas de las células que los secretan (59, 76-
78).

VI. MICRORNAS SECRETADOS

Los miRNAs también son detectados en sangre periférica y otros fluidos corporales tales
como lagrimas, orina, saliva, etc. en individuos sanos en forma estables y a
concentraciones constantes (79). De manera similar a los miRNAs tisulares, se han
identificado ademas alteraciones en la expresion de los miRNAs secretados que han sido
asociadas a diversas patologias, incluyendo en cancer (79).

Mitchell y colaboradores (80) y Chen y colaboradores (81) demostraron por primera vez
la existencia de miRNAs en suero y plasma de individuos sanos en concentraciones

constantes y en forma estable. Estos miRNAs son resistentes a la accion de las RNasas
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endogenas de circulaciébn, asi como a condiciones externas como congelamiento-
descongelamiento y pH extremos (76, 82, 83). Estas caracteristicas son consideradas
deseables en biomarcadores potenciales de diagnéstico debido al transporte, almacenaje
y manipulacion en el laboratorio a la que podrian ser sometidos. Alteraciones en la
expresion de miRNAs especificos en circulacion han sido asociadas al diagnostico y
prognosis de cancer pulmonar, de ovario, de mama, de préstata, gastrico, colorectal entre
otros (73).

Recientemente, se han encontrado evidencias de alteraciones en la expresion de miRNA
en otros fluidos corporales que pueden ser asociados al diagndéstico de diversas
neoplasias, tales como cancer pancreatico, cancer pulmonar, glioblastoma, etc. (73).
Debido a que la obtencién de sangre periférica y fluidos corporales es menos invasiva que
la obtencién de muestra de tejido, los miRNAs secretados son considerados como
potenciales biomarcadores no-invasivos del cancer.

Los miRNAs en circulacién y fluidos corporales son secretados por las células a través de
mecanismos especificos que dependen del tipo de célula, de su estado fisiolégico y de las
condiciones ambientales. Estas caracteristicas confieren especificidad al tipo y
concentracion de los miRNAs secretados, de tal forma que su uso como biomarcadores
especificos de diagndéstico es factible ya que su presencia y concentracién dependeran de
del tipo de células que secreten los miRNAs y de sus condiciones metabdlicas vy
fisiolégicas. Recordemos que las células tumorales presentan un metabolismo y otras
caracteristicas celulares diferentes a las células no malignas.

A la fecha se han descrito cuatro mecanismos de secrecion de los miRNAs a) asociados a
la proteina Ago2, b) dentro de exosomas, c) asociados a lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y d) asociados a la proteina Nucleofosmina 1 (NPM1) (67, 84, 85).
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Figura 3. Mecanismos de secrecion de los miRNAs. 1) Secrecion de los miRNAs asociados a
proteina Ago2. 2) Secrecién de los miRNAs mediante exosomas.3) Secrecion de los miRNAs
asociados a la proteina NPM1. 4) Secrecién de los miRNAs asociados a LHD.

Ago?2

Los miRNAs también pueden ser liberados fuera de vesiculas (“libres de exosomas o
exosome-free”) en asociacion con la proteina Ago2 (76, 86), como se muestra en la
Figura 3 (mecanismo #1). Arroyo y colaboradores (87) analizaron 128 miRNAs en plasma
de individuos sanos y mediante pruebas de inmunoprecipitacion e inmunotransferencia
demostraron que el 66% de los miRNAs liberados estaban asociados a Ago2 y el 43%
estan asociados a las vesiculas exosomales. Por otro lado, Turchinovich y colaboradores
(84) analizaron 188 miRNAs en plasma sanguineo y sobrenadante de cultivo celular, de

los cuales 97 miRNAs se detectaron en ambas fracciones (exosomal y libre de
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exosomas), 69 solo se encontrados en la fraccion libre de exosomas y finalmente 22 de
ellos se detectaron exclusivamente en exosomas. Posteriormente mediante
inmunoensayos encontraron que los miRNAs libres de exosomas estan asociados al

complejo Ago (Figura 3 mecanismo 1).

Exosomas

Los exosomas son vesiculas pequefias (50-90 nm) de origen endocitico que se forman
dentro de los cuerpos multivesiculares (MVBs), también conocidos como endosomas
tardios. Los exosomas estan compuestos por colesterol, esfingolipidos, glicerofosfolipidos
y ceramida, y son liberados de la célula por exocitosis al fusionarse con la membrana
plasmética. La sintesis de exosomas inicia con la internalizacion de la membrana celular
para producir los endosomas. Estos endosoma sufre invaginaciones que a su vez forman
vesiculas en al interior las cuales reciben el nombre de MVBSs, los cuales al fusionarse con
la membrana celular son liberados al medio extracelular y se convierten en exosomas
(88). Los exosomas son capaces de unirse a células receptoras a través de interacciones
receptor-ligando o endocitosis (89) y pueden contener mRNA funcional, miRNA y
proteinas que son entregadas a dichas células. El proceso de sintesis de los exosomas
requiere del “complejo endosomal de clasificacion necesaria para el transporte” o
complejo ESCRT, que reconoce proteinas de membranas ubiquitinadas y promueve su
internalizacién en el MVB, asi como de las proteinas asociadas como Alix, Gen de
Susceptibilidad Tumoral 101 (TSG101), y tetraspanina (85, 90, 91). Se ha reportado que
Ago2 desempefia un papel fundamental en la estabilizacion de miRNAs en células y en
los MVBs secretados por células (86, 92, 93). El complejo GW182 también se ha
encontrado en los MVBs y al igual que Ago2 se cree que podria estar relacionado con el
funcionamiento de los miRNAs en la célula receptora, ademas de proteger a los miRNAs
de la degradacion mediante la unién a Ago2 (92, 94).

Un estudio realizado por Villarroya-Beltru y colaboradores (95), demostr6é que la proteina
hnRNPA2B1 también esta presente en los exosomas, y ademas controla la carga de
miRNAs a los MVBs. La figura 3 muestra el mecanismo de secrecion de miRNAs a través
de exosomas (mecanismo #2).

Las células pueden secretar exosomas en respuesta a varios estimulos fisioldgicos o
fisiopatolégicos (93). ElI mecanismo de comunicacion intercelular mediado por los
exosomas es particularmente importante en el cancer, ya que las células tumorales

secretan exosomas, que puede dirigirse a las células adyacentes del mismo tipo (“efecto
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autocrino”), a las células cercanas de diferentes estirpes (“efecto paracrino”), o incluso
llegar a las células localizadas en érganos distantes. Estos exosomas pueden ser los
responsables en la modulacion de la respuesta inmune contra el tumor, la induccion de la

angiogénesis, la invasion de células y la metastasis tumoral (96).

Nucleofosmina 1 (NPM1)

Un solo estudio, realizado por Wang y colaboradores (97) demostré que miRNAs en el
medio cultivo de fibroblastos de pulmén estaban asociados a 12 proteinas de union al
RNA, entre ellos la proteina NPM1, que es una proteina de unién al ARN nuclear, que
funciona como exportador al ribosoma usando técnicas de espectrometria de masas e
inmunoprecipitacion. Adicionalmente, mediante ensayos de digestion con RNasas se
demostré que NPML1 protege a los miRNAs sintéticos de la degradacion enzimatica. El
estudio concluyé que el NPM1 puede estar implicado tanto en el proceso de exportaciéon

de miRNA como en la proteccion de los miRNAs fuera de la célula.

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

En el 2010 Vickers y colaboradores (98), reportaron el hallazgo de miRNAs asociados a
HDL en el plasma de individuos sanos y pacientes con hipercolesterolemia y
arterioesclerosis. Adicionalmente, se reporté que miRNAs asociados a HDL y purificados
de plasma humano, pudieron ser transferidos a hepatocitos cultivados (linea celular
Huh7).

Asi mismo, Wagner y colaboradores (99) reportaron la presencia de miRNAs en la
fraccion purificada de HDL proveniente de plasma de pacientes con enfermedad
arteriocoronaria estable, sindrome coronario e individuos sanos.

Kosaka y colaboradores (90) encontraron que al aumentar nSMase?2 y la biosintesis de la
ceramida, también incrementaba la exportacion de miR-16 y miR-146a exdgenos,
mientras que sus niveles de expresion celulares se mantuvieron sin cambios, en células
de riidn de embribn humano (HEK293). Al igual que Vikers y colaboradores (98) que
también sugieren que nSMase2 y la via de la ceramida reprimen la exportacion de los
MiRNA por los HDL.
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VIl.  MICRORNA COMO BIOMARCADORES DE DIAGNOSTICO EN
NEOPLASIAS

Un biomarcador es un indicador cuantificable de un estado biolégico especifico que puede
ser de origen quimico, fisico o bioldgico (100). Para que un biomarcador pueda ser util en
el ambito clinico debe de cumplir con las siguientes caracteristicas: ser cuantificable y
reproducible; especificidad y sensibilidad tener un buen rendimiento de pruebas (con un
buen valor predictivo positivo y valor predictivo negativo); se debe poder medir a partir de
material accesible, en pequefias cantidades y con poca preparacion, asi como indicar el
estadio de la enfermedad (101).

Los miRNAs son cuantificables, relativamente estable en las muestras biologicas y el tipo
de miRNA y su concentracion dependen del tipo de células que lo produzca. Actualmente
existen evidencias de que los miRNAs son biomarcadores potenciales de diagnéstico de
cancer de colon, mama, pulmonar, glioblastoma, colorectal y pancreético entre otros (71,
102-107).

Por ejemplo Komatsun y colaboradores en el 2011 (103), analizaron 3 miRNAs
oncogénicos (hsa-miR-21, hsa-miR-184,hsa- miR-221) y un miRNA supresor de tumores
(hsa-miR-375) en plasma de 50 pacientes con carcinoma de células escamosas y 20 de
sujetos sanos. Los miRNAs se cuantificaron mediante TagMan (Applied Biosystems) en
20 muestras de plasma pacientes con carcinoma de células escamosas y 10 de sujetos
sanos. Los resultados indicaron que el nivel de miR-21 fue significativamente mayor y el
de miR-375 fue significativamente menor en las muestras de pacientes con carcinoma de
células escamosas comparadas con individuos sanos. Posteriormente se evalud la
concentracion de miR-21 y miR-375 en 14 muestras de tejido de pacientes con carcinoma
de células escamosas que expresaron niveles de miR- 21 y miR-375 elevados en plasma
y 8 muestras de tejido de pacientes con carcinoma de células escamosas que expresaron
niveles de miR-21 y miR-375 bajos en plasma. La concentracién de miR-21 fue elevada
en las 11 muestras de tejido de pacientes y la concentraciéon de miR-375 fue baja en solo
4 de las 8 muestras de tejido de pacientes con carcinoma de células escamosas,
comparadas con los controles sanos. Posteriormente se analizaron las concentraciones
de miR-21 en muestras de plasma pre y postoperatorias de ocho pacientes con carcinoma
de células escamosas sometidos a esofagectomia curativa. Las concentraciones de miR-
21 plasmatico se redujeron significativamente en muestras postoperatorias en

comparacion con los niveles en las muestras preoperatoria. Finalmente los autores
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realizaron la validacion de miR-21 y miR-375 en 50 muestras de plasma de pacientes con
carcinoma de células escamosas y 20 muestras de plasma de sujetos sanos mediante las
pruebas de ROC y AUC donde los resultados encontrados fueron 0,618 y 0,807
respectivamente.

Chen y colaboradores en el 2016 (104) analizaron el valor diagnostico de miR-21 y miR-
152 en 591 muestras de plasma de pacientes con estadios tempranos de cancer de
mama (n=53), prostata (n=65), pulmoén (n=55) y carcinoma colorectal (n=31); ademas en
pacientes con enfermedades benignas en mama (n=40), pulmén (n=35), préstata (n=51) y
colorectal (n=33); asi como en sujetos sanos(n=228). Mediante RT-qPCR, se encontrd
una sobreexpresion de miR-21 y miR152 en los pacientes con cancer de pulmén, cancer
de mama y carcinoma colorectal comparados con los sujetos sanos. Asi mismo, los
autores reportan una sobreexpresién significativa de miR-21 y miR-152 en pacientes con
enfermedades benignas de pulmén y mama comparado con controles sanos. Finalmente
realizaron el andlisis de ROC y AUC donde miR-21 tuvo un AUC de 0.701 para el cancer
de pulmén y un AUC de 0.613 para Cancer de mama. El AUC de miR-152 fe de 0.701
para el cancer de pulmén, AUC de 0.687 para el cancer de mama y un AUC de 0.539
para el carcinoma colorectal. Los autores concluyen que miR-21 y miR-152 pueden servir
como biomarcadores en plasma para la deteccion del cancer de pulmén, cancer de
mama y carcinoma colorectal.

También, Saaman y colaboradores en el 2016 (94), analizaron la expresion de miR-210
en tejido de 276 casos de pacientes con carcinoma renal de células claras (ccRCC )y 40
pares de tejido de individuos sanos. Se evalu6 la expresion de miR-21 en tumores
primarios y metastasicos, asi como los diferentes subtipos de carcinomas renales, sin
embargo, no se encontré una asociacion significativa entre la expresion de miR-210 y el
tamafio del tumor, el estadio o el grado; también relacionaron la sobre expresién de miR-
210 con la baja supervivencia global. Asi mismo encontraron que la expresion de miR-210
fue significativamente mayor en ccRCC que en rifién normal, lo cual podria hacer a miR-

210 un biomarcador para ccRCC.

VIll.  MIRNAS COMO BIOMARCADORES DE DIAGNOSTICO DEL MPM

En lineas celulares (Tabla 5)
i. Bussaca y colaboradores en el afio 2010 (108) analizaron la expresion de miRNAs

en dos lineas celulares de MPM subtipo epiteloide (MPP-89 y REN) asi como en la
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linea celular inmortalizada de mesotelio normal (HMC-TERT), mediante la técnica
de microarreglos (mMiIRCURY LNA microarray kit, Exigon). Se encontraron 65
mMiRNAs diferencialmente expresados entre ambas lineas celulares de MPM
comparadas con la linea celular de mesotelio normal, de los cuales 10 fueron
validados mediante PCR en tiempo real (QPCR) siendo seis miRNAs sobre-
expresados (hsa-miR-17-5p, hsa-miR-143, hsa-miR-30c, hsa-miR-106a, hsa-miR-
30e-5p y hsa-miR-21) y cuatro sub-expresados (hsa-miR-29a, hsa-miR-31, hsa-
miR-222 y hsa-miR-221). Sélo el hsa-miR-21 mostr6 datos opuestos al
microarreglo. A continuacion, se analizaron la expresion de los 10 miRNAs
identificados anteriormente en 24 muestras de tejido pleural de pacientes con
MPM (3 tipos histolégicos) mediante RT-gPCR y concluyeron que cada tipo
histologico podia ser diferenciado entre si mediante el patron de expresion de siete
MiRNAs (hsa-miR-17-5p, hsa-miR-21, hsa-miR-29a, hsa-miR-30c, hsa-miR-30e-
5p, hsa-miR-106a y hsa-miR-143). Respecto a lo anterior, podemos mencionar
que dicho trabajo cientifico tiene la desventaja de emplear lineas celulares en
contraste del empleo de tejido tumoral o células de tumor primario en fresco, asi
como del numero limitado de dos lineas de MPM versus una linea celular normal)
para la identificacion inicial de los miRNAs de interés para el diagnéstico de MPM.

Por su parte, Balatti y colaboradores (109) analizaron la expresion de miRNAs en
cinco lineas celulares obtenidas de pacientes con MPM (MSTO 211H, MPP-89,
IST-MES2, NCI-H2052 Y NCI-H28) y cinco lineas celulares provenientes de
cultivos primarios de mesotelio pleural normal (4N, 6N, 13N, 16N y 26N), mediante
la técnica de microarreglos (Agilent Technologies, Human miRNA microarrays
G4470A). Al respecto, 14 miRNAs se encontraron sobre-expresados mientras que
ocho miRNAs se encontraron sub-expresados en las lineas celulares de MPM
comparadas con lineas celulares de mesotelio pleural normal. Los ensayos de
validacion por RT-qPCR demostraron que miR-17-5p, miR-20a, y miR-92 fueron
detectados sobre-expresados mientras que miR-497 estaba sub-expresado. Asi
mismo la sobre-expresion de miR-17-5p (RT-qPCR) y miR-20a (microarreglo)
fueron consistentes con los resultados reportados por Bussaca en el afio 2010. En
este trabajo se enfatiza que los miembros de la familia miR-17-92 se asocia con
oncogeénesis, y sugieren que la sub-expresion de p21 (un oncogen) encontrada en
5 lineas de MPM (analizada por Western Blot) se debe a la sobre-expresion del

miR-17-5p. Esta asociacion es indirecta, y el trabajo no proporciona evidencia de
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tal relacién, sin embargo, de confirmarse dicho hallazgo sefialaria al miR-17-5p
como un biomarcador potencial del MPM al encontrarse asociado con el proceso
de oncogénesis. No obstante, una desventaja de este trabajo es que se limita al
analisis representativo de lineas celulares, mientras que no explora la expresion
de dichos miRNAs en muestras de tejido o bien muestras de tumor primario en
fresco.

En tejido pleural (Tabla 5)

Entre los primeros grupo de investigacion en profundizar en el andlisis de los
MiRNAs de manera directa sobre muestras de tejido de MPM fueron el grupo de
Benjamin y colaboradores, en el 2010 (110). En este estudio se utilizaron muestras
de tejido pleural fijado en FFPE diagnosticados con MPM y en muestras de tejido
diagnosticados con diversos tipos de carcinomas de origen epitelial (pulmon, rifion,
vejiga, entre otros). El objetivo fue identificar biomarcadores miRNAs que pudieran
diferenciar al MPM de los carcinomas analizados. El estudio se dividio en 3 fases:
La fase de descubrimiento en el que se identificaron los marcadores potenciales,
una fase de entrenamiento en el que se establecioé un protocolo de diagnostico que
utiliza los marcadores seleccionados, y una fase de validacion en el que el
protocolo de diagnéstico fue probado en una cohorte independiente. Para la
primera fase se utilizaron 7 muestras de MPM y 97 de carcinoma de tipo
epiteloide y la técnica de microarreglos. Se encontraron 11 miRNAs con
diferencias significativas entre ambos grupos, 7 sobre- expresadas en los
carcinomas (hsa-miR-200a, hsa-miR200b, hsa-miR-200c, hsa-miR-141, hsa-miR-
429, hsa-miR192 y hsa-miR-194) y 4 sobre-expresados en MPM (hsa-miR-193a-
3p, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-193b y hsa-miR-152). La mayor diferencia entre
MPM vy los carcinomas fue con hsa-miR-200c y hsa-miR-141, sin embargo la
diferencia fue menor en el Carcinoma de células renales (RCC), por lo que
posteriormente las muestras se clasificaron en no-RCC y RCC. Con esta
clasificacion, los resultados indicaron que la expresion de hsa-miR-200c estaba
baja en MPM y elevada en no-RCC, la expresion de hsa-miR-192 fue baja en
MPM y elevada en RCC y la expresion de hsa-miR-193a-3p fue alta en MPM pero
baja en RCC y no-RCC. Estos datos se validaron por RT-gPCR en un grupo de
muestras de 22 MPM y 43 carcinomas, mostrando los mismos resultados. La

segunda fase consistid en la determinacion por RT-gPCR de los niveles de
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expresion de hsa-miR-200c, hsa-miR-193a-3p y hsa-miR-192 en 32 muestras de
tejido pleural de MPM y 113 muestras de tejido de diversos carcinomas. Se reportd
gue la medicion combinada de dos miRNAs (hsa-miR-200c y hsa-miR-193a-3p)
puede usarse para distinguir entre MPM y la mayoria de los no-RCC, mientras que
la sola medicion del hsa-miR-192 puede distinguir el MPM de los RCC. De las
muestras anteriores, se usaron 16 de MPM y 23 de carcinomas para establecer
limites de medicion en cuantificacion relativa de los miRNAs por RT-gPCR que
pudieran ser usados para distinguir al MPM de carcinomas no-MPMS establecié6 la
medida llamada “SCORE” donde el “score 1”7 se basaba en la expresion
normalizada de hsa-miR-192 de -8.05, y “score” 2 basado en la relacion lineal de
la expresion normalizadas de hsa-miR-200c y hsa-miR-193a-3p de -1.5 y +6.6.
Finalmente en la tercera etapa se realizé un estudio ciego de 63 muestras de
tejido pleural y de pulmén (14 MPM y 49 carcinomas no-MPM). Los datos
indicaron que las 14 muestras de MPM fueron identificadas correctamente
(sensibilidad 100%), 46 de los 49 carcinomas fueron identificados correctamente
(especificidad del 94%). De estas Ultimas, todos los adenocarcinomas (16
muestras) fueron identificadas correctamente. Este es el primer estudio que
proporciona una propuesta para la determinacion cuantitativa de miRNAs como
biomarcadores del MPM vs. otros carcinomas de origen epitelial, ain cuando el
ndamero de muestras analizadas puede considerarse limitado.
Desafortunadamente los autores no publicaron otro articulo de seguimiento para
probar el poder diagnostico de los miRNAs propuestos en un mayor numero de
muestras o0 en una poblacion abierta.

También en el 2010, Gee y colaboradores (111) buscaron biomarcadores
potenciales de diagnéstico diferencial entre el MPM y el Adp. En este estudio
primero se analizaron los miRNAs en 15 muestras de tejido con diagndstico de
MPM y 10 muestras con diagnéstico de Adp, mediante la técnica de microarreglos
(Affimetrix). El estudio reportd la sub-expresion de siete miRNAs en MPM
comparado con Adp (hsa-miR-200a, hsa-miR-200c, hsa-miR-200b, hsa-miR-203,
hsa-miR-141, hsa-miR-429 y hsa-miR-205). Estos miRNAs se cuantificaron
posteriormente por RT-gPCR en 100 muestras de tejido de MPM (37 MPM no
caracterizado, 39 MPM epiteloide, 19 MPM bifasico y 10 MPM sarcomatoide) y 32
muestras de tejido de Adp, Los resultados confirmaron la sub-expresion de hsa-
mMiR-200c, hsa-miR-200b, hsa-miR-203, hsa-miR-141, hsa-miR-429 y hsa-miR-205
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en MPM comparado con el Adp, sin asociacion con el subtipo histolégico. Los
resultados obtenidos mediante curvas de ROC indicaron que los 7 miRNAs
discriminan a ambas neoplasias, con una sensibilidad o bien una especificidad
mayor al 80%. Se reportd que cuatro de los miembros de la familia de los hsa-miR-
200 (hsa-miR-200c, hsa-miR-200b hsa-miR-141, hsa-miR-429) presentaron la
mejor capacidad para discriminar el MPM del Adp, sin embargo sélo el hsa-miR-
200c, hsa-miR-200b hsa-miR-141 mostraron ambos pardmetros (sensibilidad y
especificidad) con valor mayor al 80%. Cabe mencionar que Benjamin y
colaboradores en el 2010 (110) también reportaron la sub-expresion del hsa-miR-
200c en muestras de tejido de MPM (comparadas con diversos carcinomas). La
relevancia de este trabajo consiste en que el diagndstico histopatologico
diferencial de estas neoplasias (MPM epiteloide vs. Adp que invade pleura) suele
confundirse con frecuencia.

Por otro lado, Pass y colaboradores en el 2010 (112) buscaron identificar
biomarcadores miRNAs asociados a la prognosis del MPM. En este trabajo se
basaron en estudios estadisticos previos que indicaban que el tiempo de
progresion después de la cirugia o TTP (“time to progression from surgery”) y la
sobrevivencia eran de 8 a 12 meses y de 12 a 20 meses respectivamente en los
casos de MPM. Los pacientes con “buena” prognosis eran aquéllos con una TTP =
12 meses o una sobrevivencia 2 15 meses. Basado en lo anterior, se analizaron
los miRNAs en muestras de tejido pleural congelado de MPM en dos grupos de
estudio llamados “training set” (10 TTP = 12 meses y 24 TTP < 12) y “test set” (33
TTP = 12 meses y 50 TTP < 12) mediante la técnica de microarreglos (Nexterion,
Slide E, Schott, Mainz, Germany). Los resultados indicaron que la sobre-expresion
del hsa-miR-29c se asocia a una “buena” prognosis usando la media de la
expresion del hsa-miR-29c¢ (8.8) como valor de corte. En el “training set” se
encontré que el valor de corte distingue dos grupos de pacientes: con una TTP de
4 meses vs. 14 meses, y con una sobrevivencia de 8 meses vs. 32 meses. El
“test set” consisti6 en dos grupos de pacientes: con una TTP de 5.5 meses vs.
12.8 meses y sobrevivencia de 9.1 meses vs. 21.6 meses.En este estudio, la
sobre-expresion y asociacion del hsa-miR-29c con “buena” prognosis fue validada
por RT-qgPCR en sdélo 16 muestras de MPM (8 con “buena” prognosis” y 8 con

“mala” prognosis) provenientes del “training test”.

34



Santarelli y colaboradores, en el 2011 (113), analizaron 88 miRNAs (asociados a
carcinogénesis en la literatura) en 10 muestras de tejido pleural fresco
(conservado en RNA-Later) con diagndstico de MPM y una muestra representativa
proveniente de tejido pleural fresco de 5 individuos “sanos”. Lo anterior mediante
un PCRArray. Los datos indicaron una sub-expresion de hsa-miR-335, hsa-miR-
130a, hsa-miR-193b, hsa-miR-30c, hsa-miR-212, hsa-miR-126, hsa-miR-32 y hsa-
miR-181c en las muestras de MPM. Posteriormente se utlizaron 54 muestras de
tejido en FFPE (27 MPM y 27 de tejido no-canceroso adyacente) para cuantificar
el miR-335, miR-126 y miR-32 mediante RT-gPCR. Mediante el andlisis con
curvas de ROC encontraron que so6lo hsa-miR-126 y hsa-miR-32 presentaron una
diferencia significativa entre las muestras de MPM y sus controles, con una
precision (“accuracy”) de 70% y 65 % respectivamente. Cabe mencionar que hay
estudios que demuestran que el perfil de miRNAs detectado en muestras
congeladas puede variar con respecto al perfil detectado en muestras de FFPE, y
que se debe probablemente a la degradacion de ciertos miRNAs que depende del
método de conservacion usado (114).

Andersen y colaboradores en el 2012 (115) reportaron un estudio cuyo objetivo era
verificar si los miRNAs hsa-miR-17-5p, hsa-miR-30c, hsa-miR-221 y hsa-miR-222
(reportados como alterados en MPM por estudios previos) eran U(tiles para
diferenciar el MPM de tejido con proliferacion reactiva mesotelial (RMP). En este
estudio se utilizaron muestras de tejido de MPM epiteloide (n=13) y tejido
adyacente no-tumoral (n=13) conservado en FFPE de pacientes con 1-3 ciclos de
guimioterapia. En este trabajo no se describe la histopatologia de las muestras de
tejido no-tumorales analizadas, sin embargo, declaran que sus datos son el
resultado de la comparacién de tejido con MPM vs. RMP. Los resultados del RT-
gPCR (Applied Biosystems) demostraron la sub-expresion del hsa-miR-17-5p y la
sobre-expresion de hsa-miR-221 en MPM. En este trabajo se declara que sus
resultados no se deben al tratamiento con quimioterapia, ya que “compararon la
expresion de dichos miRNAs en muestras de tejido congeladas de 6 pacientes con
diagnostico-compatible (matched diagnosis) colectadas previo al tratamiento, y los
resultados no difirieron de forma significativa”. Sin embargo, no describen si las
muestras provienen de los mismos 13 pacientes del primer analisis o0 no, si usaron
esta vez muestras no-tumorales como control de comparacién, ni como realizaron

dicha comparacion. Los resultados de este estudio difieren de los reportados por
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Vi.

Vii.

Bussaca, colaboradores (108) y Balatti, colaboradores (109) donde el hsa-miR-
17-5p fue sobre-expresado y hsa-miR-221 fue sub-expresado en MPM.

En el 2014, Cioce y colaboradores (116) realizaron una prueba de tamizaje (887
mMiRNAS) en tejido pleural de MPM (n=29) versus tejido de quistes mesoteliales
peritoneal (n=12) de muestras conservadas en FFPE mediante microarreglos
(Human miRNA Microarray V2 Rel.16 Agilent). De los 19 miRNAs con expresion
diferencial en MPM vs quistes mesoteliales, el hsa-miR-145 presentdé una sub-
expresion con alta significacnica en MPM, por lo que fue elegido para estudios
posteriores. La sub-expresiéon de este miRNA se validdé mediante RT-gPCR
primero en muestras de tejido pleural fresco de MPM (n=6) y tejido normal (n=14)
y posteriormente en muestras congeladas de tejido pleural con MPM (n=36) vy
tejido mesotelial peritoneal normal (n=36, mismo paciente). Prosiguieron con el
analisis de la posible funcién del hsa-miR-145 mediante estudios in vitro e in vivo.
Los resultados de la expresién inducida del hsa-miR-145 (transfeccion de “mimic”
mMiRNA) en tres lineas celulares de MPM (MSTO-211H, NCI-H2052 y NCI-H28) y
una de mesotelio normal (HMC) mostraron la reduccion de la proliferacion vy
migracion de dos de las lineas de MPM comparadas con el control. El
xenotransplante de células MSTO-211H (transfectadas con mimic-145) en ratones
SCID demostré una inhibicion significativa del crecimiento tumoral en 6 de 8
ratones. El problema con este ultimo estudio in vivo es que se menciona haber
analizado so6lo 8 ratones, sin réplicas experimentales o determinaciones
independientes, lo cual minimiza la validez de las conclusiones basadas en dicho
estudio. Se concluye que los resultados sugieren que el hsa-miR-145 funciona
como supresor de tumores. Aunque el estudio no se enfocan en el andlisis del
valor diagnéstico del hsa-miR-145 en MPM, incluimos este articulo en la revision
debido a que la probable asociacion del miRNA con el proceso carcinogénico
incrementa la probablilidad de que éste pudiera presentar un valor diagnéstico
para la enfermedad. Por lo anterior, este estudio podria servir de base para
estudios posteriores que verifiguen los datos reportados y/o analizen el valor
diagnostico potencial del hsa-miR-145. Un dato adicional es que este estudio
reporté ademas la sub-expresion de hsa-miR-141 y hsa-miR-200c, lo cual coincide
con lo reportado por Gee, et al, 2011 (111) y Benjamin, et al, 2010 (110).
Ramirez-Salazar y colaboradores 2014 (117) analizaron los miRNAs expresados

en tejido pleural consevados en FFPE diagnosticados con MPM, paquipleuritis e
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hiperplasia atipica mesotelial ademas de tejido no-canceroso y nho-inflamatorio
como control, mediante PCRArray (TagMan Array, Applied Biosystems, CA, USA).
El objetivo fue elucidar mecanismos asociados al desarrollo del MPM, ya que la
inflamacién cronica de la pleura es considerada como factor detonante en la
patogenesis de esta enfermedad. El razonamiento fue que los miRNAs
involucrados en la patogénesis del MPM podrian ser blancos terapeuticos y
diagnosticos potenciales. Se reportaron 19 miRNAs expresados diferencialmente
en las muestras de MPM comparadas con las muestras control, 11 fueron sub-
expresados (hsa-miR517v-3p, hsa-miR-627, hsa-miR-766-3p, hsa-miR-101-3p,
hsa-miR-501-3p, hsa-miR-212-3p, hsa-miR-596, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-671-3p
y hsa-miR-181a-5p) y ocho fueron sobre-expresados (hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-
34a-3p, hsa-miR-622, hsa-let-7a-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-135b-5p, hsa-
mMiR-18a-5p y hsa-miR-302-3p). Las muestras de MPM e inflamacién crénica
comparten los siguientes miRNAs: hsa-miR-101-3p y hsa-miR-34a-3p sobre-
expresados y a hsa-miR-18a-3p sub expresado. Las muestras de MPM e
hiperplasia comparten Unicamente la sobre-expresion de hsa-miR-30e3p, hsa-
miR-26a-2-3p y hsa-miR-196b-5p. Posteriormente, se predijeron las vias
biolégicas enriquecidas por los blancos de los miRNAs de interés (analisis
bioinformatico) y encontraron que los miRNAS sub-expresados hsa-miR-101, hsa-
miR-212, hsa-miR-145, y hsa-miR-181-3p y los miRNAs sobre-expresados hsa-
mMiR-622, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-18a-5p, y hsa-miR-30e-3p fueron asociados a las
“vias en cancer” significativamente. Por otra parte también la "via de sefalizacion
de TGF-beta" (dirigido por los miRNAs sub expresados hsa-miR-212-3p, hsa-miR-
145-5p, and hsa-miR-181a-5p; y los miRNAs sobre-expresados hsa-let-7g-5p,
hsa-miR302b-3p hsa-miR 135b-5p) es una via pro-inflamatoria asociada al

n

desarrollo de MPM asi como la via de sefalizacion " mitogen-activated protein
kinase (MAPK)” (dirigida por la sobre-expresion de let-7g-5p, hsa-miR-18a-5p,
hsa-miR-302b-3p y hsa-miR-135b-5p) que esta relacionada con carcinogenesis.
La sub-expresion de hsa-miR-145 fue reportada también en MPM por Cioce y
colaboradores en ese mismo afio (116), y aunque la sub-expresion de hsa-miR-
101 y hsa-miR-212 no haya sido reportada en MPM aun, éstos se encontraron
sub-expresados en carcinoma hepatocelular, cancer pulmonar y de prostata y han

sido asociados a la funcion de supresor de tumores (118-120).
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viii.

Andersen y colaboradores, (121) en este nuevo trabajo del 2014, buscaron
identificar candidatos miRNAs para biomarcadores de diagnéstico, mediante el
andlisis de los miRNAs en muestras conservadas en FFPE de tejido pleural con
MPM (pacientes con quimioterapia), en tejido pleural con MPM de biopsia
preoperatoria (pacientes sin quimioterapia) (DB) y tejido mesotelial sano
adyacente de paciente con MPM (con quimioterapia) (NNP). Se realiz6 una prueba
de tamizaje por PCR Array (miRCURYLNA Universal RT microRNA Ready-to-Use,
PCR, Human Panels I+ Il versién 2.M) y dos validaciones por RT-qPCR individual.
Es importante sefialar algunos detalles confusos del disefio en este estudio.
Primero, se describe que las muestras analizadas en el tamizaje y primer
validacién por RT-gPCR contenian de 40-85% de tejido neoplasico. Ademas de la
gran heterogenidad en el contenido de tejido neoplasico, no se aclara cuantas
muestras contenian 40% y cuantas muestras contenian 85% u otro porcentaje. Lo
anterior es importante si consideramos la representatividad de la comparacion de
una muestra cuyo contenido no-neoplasico es 60% versus una muestra cuyo
contenido no-neoplasico es menor al 15%. Otro dato confuso implica muestras de
tejido con MPM previo al tratamiento con quimioterapia se incluyeron para verificar
si existe una variacion en la expresion de miRNAs debido a la misma. Sin
embargo, en el texto se explica que la expresion diferencial de los miRNAs en
MPM se determind por comparacion con tejido sano adyacente CON
QUIMIOTERAPIA, por lo cual no es posible tal andlisis. En la tabla 2 se presentan
los resultados de la comparacion de la expresion de sélo seis miRNAs (RT-qPCR)
en DB vs MPM, sin embargo no mencionan alguna relacién con lo anterior en el
texto. Por otro lado, en este estudio se reportan miRNAs diferencialmente
expresados con una “casi significancia” estadistica (0.05 < p = 0.1), lo cual es
confuso porque generalmente se consideran relevantes sélo aquéllos hallazgos
con significancia estadistica (cualquiera que sea el valor de p que el autor
considere como con significancia). De los miRNAs reportados como
diferencialmente expresadosse escogieron los dos que estaban significativamente
sub-expresados en ambos grupos de comparacion MPM vs NNP y DB vs NNP
(hsa-miR-126 y hsa-mir-652), asi como dos miRNAs sub-expresados s6lo en DB
vs NNP (hsa-miR-145 y hsa-miR-143, los cuales se asocian con la via de
regulacion p53/MDM2) para la validacion por RT-gPCR individual. En esta

ocasion, los resultados indicaron una sub-expresion estadisticamente significativa
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de hsa-miR-126, hsa-mir-652, hsa-miR-145 y hsa-miR-143 en ambos DB y MMP
comparados con NNP. Se reportd que el hsa-miR-145 y hsa-miR-652 presentan
una sensibilidad o especificidad >0.8, mientras que el hsa-miR-143 y hsa-miR- 126
<0.8 (curvas ROC).

Cappellesso y colaboradores (2015) (122) buscaron identificar miRNAs que
pudieran ser usados como biomarcadores de diagnéstico complementario del
MPM en muestras citoldgicas de derrame pleural. Para ello escogieron 15 miRNAs
reportados en tres estudios previos como candidatos potenciales y los
cuantificaron por RT-gPCR primero en lineas celulares, después en muestras de
tejido conservado en FFPE y finalmente en muestras citolégicas de derrame
pleural. Los 15 miRNAS analizados fueron hsa-miR-17, hsa-miR-18a, hsa-miR-
18b, hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, hsa-miR-20a, hsa-miR-20b, hsa-miR-21, hsa-
miR-25, hsa-miR-92, hsa-miR-93, hsa-miR-106a, hsa-miR-106b, hsa-miR-126 y
hsa-miR-145. Dos lineas celulares de MPM (H2052 y H28) y una de mesotelio
normal (MET-5A) se utilizaron en este estudio; y encontraron la sobre-expresion
de hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, hsa-miR-21 y hsa-miR-25; y una sub-expresién en
hsa-miR-126. Posteriormente estos 5 miRNAs fueron cuantificados nuevamente
en muestras de tejido pleural conservado en FFPE (51 MPM, 40 benignas/ “pleura
reactiva”) obteniendo los mismos resultados que en las lineas celulares con un
“fold change” >1.5. Asi mismo estos 5 miRNAs fueron evaluados en 29 muestras
citolégicas de MPM y 24 muestras citolégicas con células mesoteliales reactivas
(RMC o reactive mesothelial cells). Se indicé que 31 muestras secadas al aire y
tefiidas con May-Grunwald-Giemsa y 22 muestras fueron fijadas en alcohol al 95%
y teflidas con Papanicolaou, pero no aclaran qué tipo de muestras. Los resultados
obtenidos fueron una sobre-expresion de miR-19a, miR-19b, y miR-21; y una sub-
expresion de miR-126. Se determiné el poder diagnostico de estos miRNAs en las
muestras citolégicas mediante ROC, AUC y el analisis de regresion logistica. hsa-
miR-21 y hsa-miR-126 tuvieron una precision moderada (AUC de 0.79 y 0.71
respectivamente). Se sugiere que el hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, hsa-miR-21 y
hsa-miR-126 podria ser marcadores de diagnéstico de MPM en muestras
citologicas, porque mostraron una sensibilidad o especificidad > 0.80. hsa-miR-21
y miR-126 fueron los mejores miRNAs diagnosticos para MPM (con una constante
de regresion de 20,33 y 0,09, respectivamente). Un detalle que llama la atencion

es que se reporta por primera vez la determinacién de miRNAs en muestras
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citoldgicas tefiidas. Los resultados muestran que los 5 miRNAs analizados en
dichas muestras son detectables; sin embargo, cuando los autores declaran que
‘la fijacion, tincion y tiempo de conservacion de las muestras no afectan
“marcadamente” la calidad y cantidad del RNA obtenido”, éstos no proporcionan
evidencias o datos experimentales que respalden esa declaracién. Ademas, las
muestras citolégicas usadas fueron tefiidas con diferentes técnicas y hasta la
fecha no hay evidencias reportadas de la afectacion de las diferentes tinciones en
los miRNAs detectados. Es conocido que el RNA > 100 nt extraido de muestras
conservadas en FFPE se encuentra degradado, mientras que la mayaoria de los
MiRNAs se preservan, sin embargo ciertos miRNAs ya no son detectados
dependiendo del tiempo de conservacion (114).

X. Ak y colaboradores (2015) (94) (123) En este estudio, se investigaron los niveles
de expresion de los miRNAs y mRNA en muestras de tejido pleural congelado de
MPM y de pacientes con derrame pleural benigno asociado a asbesto (BAPE). Las
muestras de tejido BAPE presentan pleuritis/fibrosis no especifica. Se
cuantificaron lo miRNAs por PCR Array (Applied Biosystems) en 18 muestras con
MPM (1 paciente con tratamiento multimodal, 10 pacientes con quimioterapia y 7
con tratamiento paliativo) y 6 muestras con BAPE. Once miRNAs estaban sobre-
expresados en MPM en comparacion con las muestras de BAPE (hsa-miR- 484,
hsa-miR-320, hsa-let-7a, hsa-miR-744, hsa-miR-20a, hsa-miR-193b, hsa-let-7d,
hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-92a, hsa-miR 155, y hsa-miR-152). El analisis de ROC
y AUC de los datos anteriores mostrdo que 4 de los 11 microRNAs (hsa-miR-
484 ,hsa-miR-320, hsa-let-7a y hsa-miR-125a-5p) tuvieron =0.90 AUC. Por lo que
hsa-miR-484 tuvo una sensibilidad y especificidad del 100%, hsa-miR-320 tuvo
una sensibilidad 78% y una especificidad de 100%, hsa-let-7a una sensibilidad del
94% vy especificidad del 83% y hsa-miR-125a-5p con una sensibilidad de 89% y
especificidad del 100%. Asi mismo se reporté que no hubo una asociacién
significativa entre el tipo histolégico del tumor y la expresion de los miRNAs. Otro
dato importante es que la sobreexpresion de hsa-miR-20a coincide con los

resultados de Balatti y colaboradores en el 2011 (91).

En sangre periférica (Tabla 5)
Los miRNAs tisulares poseen un gran potencial de diagnostico para diversos tumores,

incluyendo el MPM. Sin embargo, la obtencion de muestras de tejido, pleural en el caso
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del MPM, requiere de procedimientos invasivos. Una forma adicional de aprovechar la

potencialidad de los miRNAs es identificar aquéllos localizados en muestras biologicas

gque puedan ser obtenidas con procedimientos menos invasivos, como la sangre

periférica, lo cual inicié en el afio 2012 (Tabla 5).

Kirschner y colaboradores, en el 2012 (124) buscaron biomarcadores de
diagndstico potenciales miRNAs en el plasma de pacientes con MPM comparados
con sujetos control (sujetos sanos y sujetos con enfermedades arterocoronarias),
ademas de miRNAs en muestras histologicas de MPM comparado con tejido
pericardico conservado en FFPE. Mediante la técnica de microarreglos (V3,
miRBase V12.0, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) se analizaron 854
MiRNAs en el plasma de 5 pacientes con MPM y 3 sujetos control. Los resultados
indicaron 15 miRNAs sobre-expresados en MPM (hsa-miR-186-3p, hsa-miR-
520a-3p, hsa-miR-625-3p, hsa-miR-26a-2-3p, hsa-miR-196b, hsa-miR-454-5p,
hsa-miR-1914-3p, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-767-3p, hsa-miR-767-3p, hsa-miR-
575, hsa-miR-29¢, hsa-miR-92a, hsa-miR-483-5p, hsa-miR-22 y hsa-miR-335-3p).
90 miRNAs se eligieron de la literatura como miRNAs asociados al MPM, sélo tres
coincidieron con los resultados de este estudio (hsa-miR-29c, hsa-miR-92a y hsa-
miR-196b). Se validaron los resultados de los 12 miRNAs con mayor sobre-
expresion mediante RT-gPCR (Applied Biosystems) en el plasma de 15 pacientes
con MPM y 14 sujetos control. Unicamente el hsa-miR-625-3p estaba sobre-
expresado significativamente en MPM (p =0.004). El analisis por ROC y AUC de
dichos resultados mostraron que el miR-625-3p en plasma distinguia al MPM con
una precision de 82.4%, una sensibilidad del 73.33% y una especificidad del
78.57%. Se cuantificaron nuevamente al hsa-miR-625-3p en una nueva cohorte en
suero de 30 pacientes con MPM y 10 pacientes con asbestosis. Se encontré que
el hsa-miR-625-3p estaba sobre-expresado (p = 0.023) en elMPM, con una
precision del 79.3%, una sensibilidad del 70% y una especificidad el 90%.
Finalmente se analizaron los 12 miRNAs sobre-expresados en 18 muestras de
tejido de MPM y 7 muestras de tejido pericardico (control) conservadas en FFPE
mediante RT-gPCR. Se encontrd la sobre-expresion de hsa-miR-625-3p en las
muestras de tejido de MPM respecto al control (p=0.012), coincidiendo con los
datos obtenidos de plasma. En contraste de lo obtenido en microarreglo, hsa-miR-
29c se encontrd sub-expresado en 15 de las 18 muestras de tejido de MPM

(p=0.005), sin embargo, existen estudios que sugieren que la expresion de
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MiRNAs en tejido no necesariamente reflejan el tipo de miRNAs secretados (85,
89).

Tomasetti y colaboradores, en el 2012 (125) cuantificaron anicamente el hsa-miR-
126 en el suero de 45 pacientes con MPM (sin tratamiento previo), 20 pacientes
con diagnéstico de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y 56
individuos sanos mediante RT-qPCR. Los resultados revelaron la sub-expression
significativa del hsa-miR-126 en pacientes con MPM comparado con los controles
sanos y en MPM comparado con NSCLC, mientras que no se detecté una
expresion diferencial en los pacientes con NSCLC comparado con los controles
sanos. Ademas, encontraron una asociacion entre los niveles bajos de miR-126 en
circulacion y un mal prondstico en pacientes con MPM. El autor coincidié con la
sub-expresion del hsa-miR-126 reportado en tejido pleural por Santarelli y
colaboradores (113) y Cappellesso y colaboradores(122).

Weber y colaboradores en el 2012 (126) Analizaron los miRNAs expresados en la
fraccion celular de sangre periférica de pacientes con MPM, comparados con
individuos expuestos a asbestos (AEC) sin diagndstico de MPM e individuos sanos
obtenidos de la poblacion en general. Lo anterior indica que los mMiRNAs
analizados no eran miRNAs secretados a circulacién sino que provenian de las
células de sangre periférica. Mediante la técnica de microarreglos (mirVana
MiRNA Probe Set v2.20, Ambion, Austin TX, USA) se analizaron 328 miRNAs en
las muestras de 23 pacientes con MPM y 17 sujetos AEC. Los resultados indicaron
la sobre-expresion de hsa-miR-20a (p=0.0101) y hsa-miR-103 (p=0.0303). Este
analisis permitio identificar al hsa-miR-125a como el miRNA mas estable, por lo
que fue usado como normalizador para el analisis por RT-gPCR, en el cual se
analizaron las 23 muestras de MPM, 17 muestras de AEC y 25 controles sanos.
Los resultados indicaron que el hsa-miR-103 podia diferenciar significativamente al
MPM vs AEC (sensibilidad=83% y especificidad=71%) y al MPM vs controles
sanos (sensibilidad=78% y especificidad=76%). Se separaron subgrupos de
pacientes y controles basados en el género, edad y estado de fumador o0 no y
reportan que no encontraron diferencias significativas en la expresion del hsa-miR-
103 asociadas a tales caracteristicas, usando el andlisis de Mann-Whitney.

Weber y colaboradores en el 2014 (127) continuaron con el primer analisis del
hsa-miR-103 en el articulo del 2012, pero ahora combinado con la determinacién

de mesotelina en plasma (prueba de ELISA) y del hsa-miR-103a-3p en células
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sanguineas de pacientes con MPM e individuos expuestos al asbesto (RT-gPCR),
como biomarcadores potenciales del MPM. Los resultados indicaron que tanto la
mesotelina como el hsa-miR-103a-3p presentan una sub-expresion significativa en
el MPM, excluyendo las muestras del subtipo histolégico sarcomatoide en el grupo
de MPM. La mesotelina present6 una sensibilidad del 74% y especificidad del
85%, mientras que el hsa-miR-103a-3p una sensibilidad del 89% y especificidad
del 63%. Sin embargo, si se combinaba la determinaciébn de mesotelina y el
MIiRNA la sensibilidad era del 95% vy la especificidad del 81%, mostrando una
mejoria en la capacidad diagnéstica para el MPM (exceptuando el subtipo
histologico sarcomatoide).

Por otro lado, Gayosso-Gomez y colaboradores (2014) (128) realizaron un analisis
de los miRNAs secretados en el suero de pacientes con diagndstico de MPM, Adp
y controles sanos, siendo el objetivo descubrir miRNAs con capacidad de
diagnostico para estas dos neoplasias. Se analizaron los miRNAs de una mezcla
representativa de suero de de 22 pacientes con MPM, 36 pacientes con ADp y 45
individuos sanos como control, mediante secuenciacibn masiva (lllumina).
Notablemente, este es uno de los pocos trabajos publicados que describen la
verificaciéon del estado de “sanos” en los individuos controles incluidos en el
estudio (mediante espirometria, biometria hematica y quimica sanguinea, entre
otros). Los resultados indicaron 7 miRNAs sobre-expresados en el suero de los
pacientes con MPM y 12 miRNAs sobre-expresados en las muestras de suero en
pacientes con Adp comparados con las muestras de suero control. De estos
MiRNAs, cuatro fueron comunes a ambas neoplasias (hsa-miR-4791, hsa-miR-
185-5p, hsa-miR-96-5p y hsa-miR-1271-5p), mientras que el hsa-miR-1292, hsa-
mMiR-409-5 y hsa-miR-92b-5p fueron sobre-expresados exclusivamente en el MPM.
Debido a que frecuentemente se confunde el diagnéstico del MPM y el Adp, se
analizaron los miRNAs diferencialmente expresados entre las dos neoplasias
directamente. Los datos indicaron 13 miRNAs sobre-expresados en el MPM vs.
Adp (hsa-mir-1292-5p, hsa-140-5p, hsa-miR-184, hsa-miR-1908, hsa-miR-23b-5p,
hsa-miR-3198, hsa-miR-323b-3p, hsa-miR-331-3p, hsa-mir 409-5p, hsa-miR-4683,
hsa-miR-4707-3p, hsa-miR-505-5p y hsa-miR-5706) y cinco miRNAs sub-
expresados (hsa-miR-106-5p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-216b, hsa-miR-23c y

hsa-miR-29b-3p). La desventaja de este estudio consistidé en que no realizaron la
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Vi.

validacién cuantitativa de los datos obtenidos (RT-gPCR) y una verificacion en
muestras individuales en lugar de mezclas representativas.

Lamberti y colaboradores (2015) (24) reportaron la identificacién de dos patrones
de expresion de miRNAs séricos que correlacionan con la prognosis del MPM vy el
subtipo histolégico. Para ello, se analizaron los miRNAs en el suero de 14
pacientes con diagnostico de MPM (3 de tipo sarcomatoide, 7 epiteloide y 4
mixtos) sin tratamiento previo versus 10 pacientes con derrame pleural de origen
no-neoplasico como control. La técnica usada fue PCRArray (TagMan microfluid
cards, Applied Biosystems). Un detalle importante en este estudio es que no se
informa del diagnéstico de los pacientes que se consideraron controles, lo cual
podria ser relevante ya que los resultados de este andlisis representan los
MiRNAs desregulados en MPM en relacion a un control no-neoplasico pero
desconocido. ¢Serdn homogéneas las enfermedades de los controles? ¢de qué
tipo de enfermedades hablamos, tal vez infecciosa bacteriana o viral?. Al margen
de lo anterior, se reportaron la sobre-expresién del hsa-miR-101, hsa-miR-25, hsa-
miR-26b, hsa-miR-335 y hsa-miR-433; y la sub-expresion del hsa-miR-191 y hsa-
miR-223 en el MPM. Adicionalmente se report6 que el hsa-miR-29a y hsa-miR-516
se detectaron exclusivamente en pacientes con MPM. A continuacién, en este
estudio se menciona que se realiz6 RT-gPCR de los miRNAs identificados en un
grupo “extendido” de muestras, sin embargo, sefialan que los resultados se
describen en una figura (Figura 1) que muestra los datos de sélo 14 pacientes de
MPM (que es el mismo nimero de muestras usadas al inicio), sin mas detalles
aclaratorios. Los pacientes se subdividieron en 2 grupos: El grupo A, integrado
por los pacientes con la sobre-expresion de = 3/9 miRNAS y hsa-miR-516 no
detectable o sin cambios; y el grupo B integrado por los pacientes con al menos
3/9 miRNAs sub-expresados o son cambio y/o hsa-miR-29a sub-expresado. En
base a estos criterios, los resultados indicaron que los pacientes del grupo A (n=5)
tuvieron una supervivencia media significativamente mas corta que los pacientes

del grupo B (n=9) (7 meses vs. 17 meses, p=0.0021).

Hasta la fecha, no se han reportado publicaciones donde analicen el potencial de

diagnostico de los miRNAs en otros fluidos biolégicos, para el caso del MPM.

Muestras como el liquido de derrame pleural podria ser una buena opcion, debido primero

a la frecuencia con la que se presenta en pacientes que acuden a buscar atencion
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médica y segundo a las evidencias que indican que los miRNAs en ese fluido tienen un
valor diagndstico en Adp por ejemplo (129).

La tabla 5 muestra el resumen de los trabajos publicados a la fecha, mientras que la
tabla 6 indica la lista de los miRNAs reportados como alterados en MPM en cada estudio
para resaltar aquéllos que han sido reportados por mas de un estudio. Lo anterior permite
visualizar que la mayoria de los resultados son heterogéneos, si bien algunos miRNAs
son comunes, como la sub-expresion de hsa-miR-126. La heterogeneidad en los
resultados podria atribuirse a las diferentes estrategias usadas para la etapa de
descubrimiento de los miRNAs, donde se utilizaron pruebas de tamizaje distintas, aunada
a uso de lineas celulares cultivadas en lugar de tejido o células extraidas del tejido para
dichas pruebas. Lo anterior no indica que los datos reportados en cada estudio son
erréneos, sino que presentan variaciones dadas por las limitaciones y diferencias propias
del tipo de prueba o muestra inicial usada. Por tanto, los miRNAs descubiertos en cada
estudio adquirirdn su valor diagndstico al ser validados mediante una prueba cuantitativa
como el RT-gPCR y en un nimero representativo de muestras de una poblacién dada. Es
recomendable entonces, la validacién independiente y cuantitativa de los datos
reportados, buscando una homogeneizacion de las técnicas y muestras bioldégicas usadas
para tal fin.

La revision sistematica de los miRNAs identificados en cada estudio (tabla 6) y las
condiciones y estrategias experimentales usadas (tabla 5) es de suma utilidad para poder
realizar un andlisis del valor diagnostico potencial de dichos miRNAs y proponer una

contribucidn para la validaciéon independiente de los datos reportados.
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Tabla 5. MiRNAs como biomarcadores de del MPM.

inflamatorio. 5 muestras de tejido de
hiperplasia mesotelial vs 5 muestras de tejido
adyacente no canceroso y tejido no

inflamatorio.

No. de
Tipo de muestra NUumero de muestras. miRNAs Ensayo miRNAs con expresion alterada Referencia
analizados
LINEAS CELULARES
) . |2lineas de MPMvs 1 de celulas mesoteliales ) RT-QPCR: hsa—m|R-17-5pT, .hsa-m|R-300T, hs.a-m|R-
Lineas celulares y tejido| . ) . M Microarreglos, | 1431, hsa-miR-106a 1, hsa-miR-30e-5p?1, hsa-miR-211, | Bussaca, et al,
pleural inmortalizada. Despues 24 muesiras de tejido 587 RT-gPCR | hsa-miR-29a, hsa-miR-31|, hsa-miR-222], hsa-miR- 2010
MPM de diferentes tipos histolgicos 221)
Microarreglos: hsa-miR-1821, hsa-miR-17-5pt, hsa-
miR-71, hsa-miR-92a-11, hsa-miR-92a-21, hsa-miR-33
) 5 lineas celulares de pacientes con MPMvs 5 ! hsa-miR-196b7, hsa-miR-20a1, hsa-miR-106at, hsa-
Lineas celulares de lineas celulares de cultivos primarios 470 Microarreglos,| miR-20bt, hsa-miR-18at, hsa-miR-3391, hsa-miR- Balatti. et al. 2011
MPMy control sano. mesotelio pleural normal. RT-gPCR [106b?, hsa-miR-19b1, hsa-miR-251, hsa-miR-500] , hsa- ' ’
miR-549, hsa-miR-22|, hsa-miR-214, hsa-miR-328,
hsa-miR-146b|, hsa-miR-497|. RT-qPCR: hsa-miR-17-
5p 1, hsa-miR-20at, hsa-miR-921, hsa-miR-497 |
TEJIDO
7 muestras de tejido de MPM vs 97 de tejido
de diversos carcinomas de origen epiteloide. Microarreglos: hsa-miR-200a|, hsa-miR200b|, hsa-
" Despues 32 muestras de MPMvs 113 de _ miR-200c|, hsa-miR-141}, hsa-miR-429|, hsa-miR192) | _
Tejido conservado en tejido de diversos carcinomas de origen Microarreglos, hsa-miR-194}, hsa-miR-193a-3p1, hsa-miR-193a-5p1 Benjamin, et al,
FFPE epitelial. posteriormente 16 muestras de MPM 4 RT-gPCR hsa m|. ’ . pT. ) PT. 2010.
) . . sa-miR-193bt y hsa-miR-1521 RT-gPCR: hsa-miR-
y 23 de diversos carcinomas de origen 193a-3p1,hsa-miR-200c y hsa-miR-192]
epitelial. Finalmente 14 muestras de MPMy 46 ’
muestras de carcinoma de origen epitelial
MICROARREGLOS: hsa-miR-200a|, hsa-miR-200c |,
Tejido pleural y tejido 15 myestras de tejido de 'MPM vs 10 muestras Microarreglos hsa—miR—ZOObIL, hsa-miR-203, hsa—miR—_141l, hsa-miR-
pulmonar fresco de tejido de Adp. Después 100 MPMvs 32 de 2,564 RT-gPCR "1 429| y hsa-miR-205]. RT-QPCR: hsa-miR-200c |, hsa- | Gee, et al, 2010
ADP. miR-200b|, hsa-miR-203|, hsa-miR-141|, hsa-miR-
429] y hsa-miR-205]
10 muestras de tejido pleural fresco con TTP 2
12 meses vs 24 muestras de tejido pleural
Tejido pleural fresco y frescP con TTP < 12. Despues 33 muestras Microarreglos . .
; de tejido pleural fresco con TTP = 12 meses 900 ' microarreglos y RT-gPCR: miR- 29¢ | Pass, et al, 2010.
lineas celulares . RT-gPCR
vs 50 muestras de tejido pleural fresco con
TTP < 12. Posteriormente 16 muestras de
MPM experimento ciego.
10 muestras de tejido fresco de MPMvs 5
muestras de tejido sano. Despues 27 de tejido
Tejido pleural fresco, |de MPM en FFPE vs 27 muestras de tejido no- hsa-miR-335|, hsa-miR-130a|, hsa-miR193b|, hsa-miR: Santarell. et al
tejido pleural en FFPE y canceroso adyacente. Finalmente 44 88 RT-gPCR 30c|, hsa-miR-212|, hsa-miR-126|*, hsa-miR-32| y ' ’
. 2011.
suero muestras de suero de MPMvs. 50 muestras hsa-miR-181c|
sanas y 196 muestras de exposicion a
asbestos.
13 muestras de tejido en FFPE de MPM vs 13 Andersen. et al
Tejido FFPE muestras de tejido adyacente no-tumoral en 4 RT-gPCR hsa-miR-2211 y hsa-miR-17-5p| 2012’ ’
FFPE
29 muestras de tejido de MPM vs 12 muestras
Tejido pleural fresco de tejido de quistles mesoteliales peritoneales Microarreglos: hsa-miR-4241, hsa-miR-2061, hsa-miR-
congelado y en FFPé' en FFPE. Posteriormente 6 rquestras de MPM 1228?, hsa—miR-595T,‘hsa-miR-1306T, hsg-miR-432T,
tejido de peritoneo ' | fresco vs. 14 muestras de tejido pleural sano. Microarreglos hsa-miR-181dt, hsa-miR-548¢-3p1, hsa-miR-193a-5pf1, .
lado Y FEPE Despues 36 muestras de MPM congelado vs 887 RT-gPCR '| hsa-miR-1280], hsa-miR-181b|, hsa-miR-210|, hsa- |Cioce, et al, 2014.
Eicr’wr:a%esa::elulares de’ 36 quistes mesoteliales peritoneales q miR-96, hsa-miR-204 |, hsa-miR-141], hsa-miR-200c |,
) congelados. Finalmente 4 lineas celulares de hsa-miR-145|, hsa-miR-486-5p| y hsa-miR-1287|. RT-
celulas mesoteliales ) ) -
celulas mesoteliales vs 1 linea celular de gPCR: hsa-miR-145 |
mesotelio normal.
5 mue"stras de tejido con MPMvs. 5 ml{estras RT_q PCR: hsa-miR-51 7b'3pi1 hsa—miR—627¢, hsa-
de tejido adyacente no canceroso y tejido no miR-766-3p|, hsa-miR-101-3p|, hsa-miR-501-3p.,
mflarpatono. 4 muestras de Paquleq_rltls vs 5 hsa-miR-212-3p| hsa-miR-596 |, hsa-miR-145-5p], )
tejido pleural FEPE tejido adyacente no canceroso y tejido no 667 PCRAtray | hsa-miR-671-3p|, hsa-miR-181a-5p|, hsa-miR-18a- Ramirez-Salazar,

3p|, hsa-miR-30e-3p1, hsa-miR-34a-3p1t, hsa-miR-
6221, let-7-g-5p1,hsa-miR-196b-5p1, hsa-miR-135b-
5p1, hsa-miR-18a-5p1, hsa-miR-302b-3p1.

et al, 2014.
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Continuacion tabla’5. MiRNAs como biomarcadores de del MPM.

No. de
Tipo de muestra NGmero de muestras. miRNAs Ensayo miRNAs con expresion alterada Referencia
analizados
TEJIDO
5 muestras de MPM (Qt) vs.5 muestras de
tejido pleural FFPE | MPM (sin Q) y 5 muestras de tejido sano 742 PCR Array, MIR-126/*, MiR-143, miR-145], miR-652 | Andersen, et a,
RT-gPCR 2014
adayacente.
51 muestras de tejido de MPMvs. 40 de
Tejido pleural FFPE, | células mesoteliales reactivas. Despues 24
citologia pleural en | muestras citologicas de células mesoteliales . . . . . « | Cappellesso, et
alcohol ylineas | rectivas vs. 29 de MPM. Finalmente 1 Linea B RT-GPCR | miR-19at, miR-1b1, miR-25¢, miR-217, miR-126, al, 2015.
celulares celular de células mesoteliales y 2 lineas de
MPM
) 18 muestras de tejido de MPMvs 6 muestra hsamiR- 4841, hsa-miR-3201, hsarlet-7at, hsa-miR-
Tejido pleural n . .TagMan | 7441, hsa-miR-20at, hsa-miR-193b1, hsa-let-7d 1, hsa-
congelado 6 tejido pl.eural de pamentes con Derrame 384 Array miR-125a-5pt, hsa-miR-92at, hsa-miR-1521 y hsa-miR- Ak, etal, 2014
pleural benigno asociado a ashesto (BAPE). 1551,
SANGRE PERIFERICA
Microarreglos: hsa-miR-186-3p?, hsa-miR-520a-3pt,
Plasma, suero y tejido 44 muestras de plasmay suero de MPMvs hsa-miR-625-3p1, hsa-miR-26a-2-3p?, hsa-miR-196b1,
tumor:al de MPMy 24 sanos y con enfermedades 854 Microarreglos, | hsa-miR-454-5pt, hsa-miR-1914-3p1, hsa-miR-548c- | Kirschner, et al,
pericardico en FFPE artereocoronarias. Despues 18 muestras de RT-gPCR | 3pt, hsa-miR-767-3p1, hsa-miR-5751, hsa-miR-29ct, 2012.
tejido de MPMvs 7 de tejido pericardico. hsa-miR-92at, hsa-miR-483-5p1, hsa-miR-221 y hsa-
miR-335-3pt RT-qPCR: hsa-miR-625-3p 1
Microarreglos: hsa-miR-3021, -2141, -3231, -5251, -
) 3771, -302bt, -3291, -5391, -520g1, -10b1, -3711, -5071,
e
fraccion celular de . ' Microarreglos, | 30d|, -24, -142-5p|, -148a|, -29¢c|, -15b|, -29b|, -
o 23 muestras de la fraccion celular de MPMvs. 328 Weber, et al,2012
sangre periferica 17 individuos expuestos a asbestos y 25 RT-gPCR | 195(,-17-5p|,-92|,-7b|,-101|,-215], -25], -26b|, -
muestras de individuos sanos 16}, -20a|, -20b|, -103},-21|, -107,| hsa-let-7d|, -let-
7cl, let-7i], -let-7a| -let-7f|, let-7e|. RT-qPCR: hsa-
miR-103 | y hsa-miR-20a|
45 muestras de suero de MPMvs 20 de . Tomasetti, et al,
Suero NSCLC 1 RT-gPCR miR-126 | 2012
43 muestras de suero y paquete celular de Weber etal
suero y paquete celular | MPMyvs. 52 individuos sanos expuestos al 1 RT-gPCR miR-103a-3p 1 201’ 1 '
Ashesto '
MPM vs. Adp: hsa-mir-1292-5p1, hsa-140-5pt, hsa-miR-
1841, hsa-miR-19081, hsa-miR-23b-5pt, hsa-miR-
31981, hsa-miR-323b-3p?, hsa-miR-331-3p?, hsa-mir
409-5pt, hsa-miR-46831, hsa-miR-4707-3p1, hsa-miR-
11 muestras de suero de MPM epiteloide vs. Secuenciacign| 20> 0P, hsarmiR-5706t, hsa-miR-106-5p), hsa-miR- Gayosso-Gémez,
Suero 36 de Adp 300 lumina 200b-3p/, hsa-miR-216b|, hsa-miR-23c| y hsa-miR-29b etal 2014,
3p|. Solo MPM: hsa-miR-1292-5p1, has-miR-409-5p1 y '
has-miR-92b-5p1. MPMvs control: hsa-miR-1292-5pf,
hsa-miR-409-5p1 y hsa-miR-92b-5pt. MPMy Adp vs
control: hsa-miR-47911, hsa-miR-185-5p1, hsa-miR-96-
5p1, hsa-miR-1271-5pt
. 14 muestras de MPMvs. 10 muestras de TagMan Array TagMan Array y RT-qPCR: hsa-miR-1011, hsa-miR- Lamberti, et al,
Suero criopreservado ; 384 25¢, hsa-miR-26bt, hsa-miR-335¢, hsa-miR-29at, hsa-
derrame pleural no neoplasico. y RT-gPCR. 2015

miR-5167, hsa-miR-4331, hsa-miR-191], hsa-miR-223.
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Tabla 6. miRNAs reportados como alterados en MPM en publicaciones con "peer review" (2010- junio 2016)

miRNAs

Bussaca, et
al, 2010

Balatti, et al,
2011

Benjamin, et Gee, et al, Pass,etal, Santarelli, et Andersen,et Cioce, et al
201

all, 2010

2011

2010

al, 2011

al,2012.

4

Ramirez-
' Salazar, et al.
2014.

Andersen, et
al, 2014

Cappelleso, et Ak, et al,
al, 2015 2015

Tomasetti, et al,
2012

Krischner, et Weber, etal, Weber, et al, Gayoso-Gomez,

al, 2012

2012

2014.

et al,2014

Lamberti, et
al, 2015

No. De
menciones
en MPM

hsa-miR-1431*
hsa-miR-17-5p | *
hsa-miR-17-5p1*
hsa-miR-143|*
hsa-miR-211
hsa-miR-30e-5p1
has-miR-196b-5p1
hsa-miR-92|
has-miR-921
hsa-miR-182|
hsa-miR-1821
hsa-let-7-g-5p1
hsa-miR-71
hsa-let-7a|
hsa-let-7at
hsa-let-7d |
hsa-let-7d1
hsa-miR-331
hsa-miR-29c |
hsa-miR- 29¢c1
hsa-miR-92a-21
hsa-miR-1011
hsa-miR-103|
hsa-miR-103 1
hsa-miR-103a-3p1
hsa-miR-106at
hsa-miR-125a-5p1
hsa-miR-1271-5p1
hsa-miR-1292-5p1
hsa-miR-140-5p1
hsa-miR-135b-5p1
hsa-miR-1521
hsa-miR-1551
hsa-miR-186-3p1
hsa-miR-18at
hsa-miR-18a-5p1
hsa-miR-1914-3p1
hsa-miR-181d1
hsa-miR-1841
hsa-miR-185-5p1
hsa-miR-193a-3p1
hsa-miR-193a-5P1
hsa-miR-106b |
hsa-miR-106b1
hsa-miR-193b |
hsa-miR-193b1
hsa-miR-196B1
hsa-miR-10bt
hsa-miR-19at
hsa-miR-19b1
hsa-miR-20a|
hsa-miR-20at
hsa-miR-20b |
hsa-miR-20b1
hsa-miR-23b-5p1
hsa-miR-221
hsa-miR-25|
hsa-miR-251
hsa-miR-26a-2-3p1
hsa-miR-26B|

X: miRNAs encontrados Unicamente mediante microarreglos
X: miRNAs encontrados por los demas métodos mencionados anteriormente excepto microarreglos

X

X

X
X

X

X

x X

x X

x X

X X X

xX X
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Tabla 6 continuacion. miRNAs reportados como alterados en MPM en publicaciones con "peer review" (2010- junio 2016)

miRNAs

hsa-miR-26B |
hsa-miR-26b1
hsa-miR-2141
hsa-miR-29a 1
hsa-miR-3021
hsa-miR-302bt
hsa-miR-302b-3p1
hsa-miR-30c|
hsa-miR-30ct
hsa-miR-30e-3p1
hsa-miR-2061
hsa-miR-3201
hsa-miR-3231
hsa-miR-323b-3pt
hsa-miR-3291
hsa-miR-331-3p?t
hsa-miR-335-3p1
hsa-miR-3351
hsa-miR-3391
hsa-miR-3711
hsa-miR-3771
hsa-miR-34a-3p1
hsa-miR-409-5p1
hsa-miR-4241
hsa-miR-4321
hsa-miR-433 1
hsa-miR-454-5p1
hsa-miR-47911
hsa-miR-483-5p1
hsa-miR-4841
hsa-miR-505-5P1
hsa-miR-5071
hsa-miR-516 1
hsa-miR-520a-3pt
hsa-miR-520g1
hsa-miR-5251
hsa-miR-5391
hsa-miR-548c-3P1
hsa-miR-548-3p1
hsa-miR-575%
hsa-miR-5951
hsa-miR-6221
hsa-miR-625-3p1
hsa-miR-7441
hsa-miR-19081
hsa-miR-12281
hsa-miR-13061
hsa-miR-31981
hsa-miR-4707-3pt
hsa-miR-46831
hsa-miR-57061
hsa-miR-767-3pt
hsa-miR-92at
hsa-miR-92b-5p1
hsa-miR-96-5p1
hsa-miR-2211*
hsa-miR-221|*
hsa-miR-222|
hsa-miR-7b|
hsa-let-7C|
hsa-let-7i|
hsa-let-7e|
hsa-let-7f|

Bussaca, et
al, 2010

Balatti, et al, [Benjamin, et Gee, etal, Pass, etal, Santarelli, et Andersen,et Cioce,etal

2011

all, 2010

2011

2010

al, 2011

al,2012.

2014

Ramirez-
' Salazar, et al.
2014.

Andersen, et
al, 2014

Cappelleso, et
al, 2015

Ak, et al,
2015

Tomasetti, et al, Krischner, et Weber, etal, Weber, etal, Gayoso-Gomez, Lamberti, et

2012

al, 2012

2012
X

X

> X

<

X X X X X

2014,

etal,2014

X X X X

> x

No. De
menciones
en MPM
1

al, 2015

PR R RRRRRRERRNRRRRRRERRRRRRRRNRRRRRRRRRRRRRRRRRRRNRRERRERRRERRERNRRERREE

X: miRNAs encontrados Unicamente mediante microarreglos
X: miRNAs encontrados por los demas métodos mencionados anteriormente excepto microarrealos




Tabla 6 continuacion. miRNAs reportados como alterados en MPM en publicaciones con "peer review" (2010- junio 2016)

hsa-miR-15b| X

hsa-miR-16 X

hsa-miR-18a-3p| X

hsa-miR-21| X

hsa-miR-22|, X

hsa-miR-23B| X

hsa-miR-23c| X
hsa-miR-24| X

hsa-miR-29a] X

hsa-miR-29b| X

hsa-miR-29b-3p| X
hsa-miR-30b| X

hsa-miR-30d | X

hsa-miR-32| X

hsa-miR-96 X

hsa-miR-31| X

hsa-miR-101} X

hsa-miR-101-3p| X

hsa—miR»lOG-SE X

hsa-miR-141| X X

hsa-miR-130a| X

hsa-miR-146b | X

hsa-miR-142-5p| X

hsa-miR-144| X

hsa-miR-145] X X

hsa-miR-145-5p | X

hsa-miR-148a| X

hsa-miR-181a-5p| X

hsa-miR-181C| X

hsa-miR-181b| X

hsa-miR-191 | X
hsa-miR-192| X

hsa-miR-195] X

hsa-miR-200a X
hsa-miR-200b | X
hsa-miR-200c | X
hsa-miR-203|
hsa-miR-204| X

hsa-miR-205] X

hsa-miR-210| X

hsa-miR-212| X

hsa-miR-212-3p| X

hsa-miR-215] X

hsa-miR-216b| X

hsa-miR-328| X

hsa-miR-302a| X

hsa-miR-363| X

hsa-miR-223 | X
hsa-miR-429 X X

hsa-miR-486-5p | X

hsa-miR-497| X

hsa-miR-500| X

hsa-miR-501-3P| X

hsa-miR-517b-3p| X+

hsa-miR-596 X

hsa-miR-627 X

hsa-miR-766-3p| X

hsa-miR-1280| X

hsa-miR-1287| X

hsa-miR-549 X

hsa-miR-671-3p| X

hsa-miR-652| X

PR RRRRRRRRRRRRR R BB e

X X X X
B3

D T T S N e T T T T T T T T T T N e e e S N ST NN

X: miRNAs encontrados Unicamente mediante microarreglos
X: miRNAs encontrados por los demas métodos mencionados anteriormente excepto microarreglos
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CONCLUSIONES

El diagnéstico certero del MPM suele ser dificil y complejo, debido en parte a que la
prueba diagndstica “estandar de oro” es subjetiva y cualitativa. La dificultad en el
diagndstico ha llevado a la busqueda de nuevas herramientas diagnésticas que pudieran
sumarse a los recursos usados actualmente en la clinica.

A ese respecto, los miRNAs han sido sefialados como biomarcadores de diagnostico
potenciales de mdultiples neoplasias. Estos miRNAs pueden determinarse
cuantitativamente y se encuentran de forma estable en muestras biol6gicas como tejido y
fluidos.

En el caso particular del MPM, los estudios enfocados en el potencial de diagndstico de
los miRNAs iniciaron recientemente (2010). Estos estudios fueron descritos en esta
revision y se analizaron las aportaciones y limitaciones de las estrategias usadas y
resultados reportados. Concluimos que:

I. Los datos reportados son prometedores, pero es importante sefalar que la
mayoria de dichos resultados son heterogéneos. Lo anterior podria atribuirse a la
heterogenidad en las estrategias y técnicas de tamizaje y cuantificacion usadas en
cada estudio, aunada al uso de muestras biolégicas diversas o conservadas de
forma distinta.

II. A pesar de la heterogeneidad de los datos reportados, las evidencias indican que
los miRNAs podrian ser usados como una herramienta de diagnéstico del MPM
que se sume a las herramientas actuales usadas en la clinica.

lll.  Alafecha, ninguno de los estudios ha alcanzado el objetivo final que es el uso de
los miRNAs como biomarcadores de diagnéstico en la clinica.

IV. Para alcanzar el objetivo final anterior, es necesario la validacion independiente de
los datos reportados y la homogenizacién de las técnicas y tipo de muestras
usadas para tal fin.

V. Larevision sistematica de los miRNAs identificados en cada estudio (tabla 6) y las
condiciones y estrategias experimentales usadas (tabla 5) es de suma utilidad
para poder realizar un andlisis del valor diagndstico potencial de dichos miRNAs y
proponer una contribucion para la validacion independiente de los datos

reportados.
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