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RESUMEN

El Mesotelioma Pleural Maligno (MPM) es un tumor agresivo que se origina en las
células mesoteliales de la pleura, y en la mayoria de los casos se asocia a la
exposicion prolongada a fibras de asbesto. EI MPM es una enfermedad dificil de
diagnosticar y no presenta una buena respuesta a la terapia oncoldgica
convencional, presentando una sobrevida de 6 a 18 meses independientemente del
tratamiento aplicado. Actualmente se conoce poco acerca de las alteraciones
moleculares responsables del MPM, y no existen blancos potenciales para una
terapia eficiente o marcadores para métodos diagnoésticos alternativos. Los
microRNAs (miRNAs) son ARNs no codificantes que regulan la expresion génica de
forma post-transcripcional mediante el bloqueo o eliminacion de ARN mensajeros
blancos. Los miRNAs regulan de forma normal procesos celulares esenciales como
ciclo celular, diferenciacién, proliferacién, apoptosis y hematopoyesis; y su
expresion aberrante ha sido asociada a la presencia de neoplasias. Esta expresion
aberrante permite distinguir tejido normal (sano) de tejido tumoral, lo que los
seflala como posibles marcadores de diagndstico. Para identificar marcadores
potenciales de diagnoéstico en el MPM, se analizaron los miRNAs de tejido pleural
de paciente diagnosticados con MPM versus tejido normal adyacente mediante
tecnologia de PCR en tiempo real y un arreglo que contiene 736 miRNAs conocidos
(PCR-Array). Los resultados indicaron que 20 miRNAs estdn expresados de forma
alterada en MPM. El andlisis por bioinformética reveld que tres de éstos miRNAs
alterados (hsa-miR-101-3p, -181-5p, -212-3p) regulan blancos predictivos en la via
del TGF-B; y que el hsa-miR-101-3p presenta ademas como blanco predictivo al
ARN mensajero de la molécula Cox-2. Alteraciones en la via de Cox2 y TGF- han
sido involucradas en la patogénesis de MPM, sefialando una posible relevancia de
dichos miRNAs en la patogénesis de esta enfermedad, y una mayor posibilidad de

gue pudieran ser utilizados como marcadores de diagndstico.
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.  INTRODUCCION

El mesotelioma pleural maligno (MPM) es un tumor agresivo (Robinson et al, 2005;
Ceresoli et al, 2007), que se desarrolla por la transformacion de células mesoteliales
en pleura (Bagheri et al, 2011), y en la mayoria de los casos esta asociado a la
exposicion a fibras de asbesto (Robinson et al, 2005; Husain et al, 2009). Esta
enfermedad tiene un largo periodo de latencia de 20 - 40 afios (Bianchi et al, 2007;
Ray et al, 2009), pero una vez que se manifiestan los sintomas suele presentar una
rapida evolucién con una sobrevida de 6 - 18 meses (Garcia-Lopez et al, 2000;
Fernandez-Infante et al, 2005; Kumar et al, 2010). La enfermedad se manifiesta con
dolor toréacico, derrame pleural y disnea (Robinson et al, 2005; Ray et al, 2009;
Kumar et al, 2010; Bagheri et al, 2011). El 80% de los casos diagnosticados se
presentan en varones con una edad mayor a 50 afios (Robinson et al, 2005; Bagheri
et al, 2011).

El MPM se clasifica histol6égicamente en 3 tipos: epiteloide, sarcomatoide y mixto o
bifasico (Garcia-Lopez et al, 2000; Husain et al, 2009; Ray et al, 2009; Kumar et al,
2010). El tipo histoldgico mas frecuente es el tipo epiteloide (60%) (Garcia-Lopez et
al, 2000; Husain et al, 2009; Ray et al, 2009).

El diagnéstico certero del MPM es muy dificil, y se considera que existe una
subestimacion de los casos reales reportados a nivel mundial. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima 92,252 muertes mundiales en el periodo 1994-
2008 (Delgermaa et al, 2011), pero se sugiere que las cifra esta subestimada por la
falta de registros confiables del diagndstico de la enfermedad (Park et al, 2011). Se
predice ademas un pico en el incremento de la incidencia mundial del mesotelioma
en 10 - 20 afos, basados en los periodos de alta exposicion al asbesto (Robinson et
al, 2005).

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 o sus derivados, a su dificil diagndstico, a la falta de tratamientos efectivos,
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y la fatalidad de la enfermedad (McDonald et al, 1996; Robinson et al, 2005; Ray
et al, 2009).

La dificultad del diagndstico radica en los periodos tan largos de latencia, a que los
sintomas no son especificos de la enfermedad y a la baja especificidad de los
métodos diagndsticos disponibles.

Los resultados del analisis citoldgico de liquido pleural son con frecuencia falsos
negativos, y se obtiene un diagndstico positivo solo en el 26% de los casos.

El método diagnéstico aceptado como “estandar de oro” para el MPM consiste en
el analisis inmunohistoquimico de varios marcadores tisulares en muestras de tejido
pleural. Sin embargo, esto sélo se realiza después de la sospecha de la enfermedad
basada en resultados radioldgicos, clinicos y de antecedentes de exposicion a
carcinogénicos como el asbesto. La mejor muestra para el diagnéstico es la obtenida
mediante toracoscopia, lo que permite obtener una muestra representativa en un
98% de los casos (Ray et al, 2009). Sin embargo, el diagndstico basado en
inmunohistoquimica presenta la caracteristica de ser subjetivo, por lo que depende
de la experiencia del patdlogo. Aunado a lo anterior, no existe un marcador 100%
especifico del MPM, por lo que deben identificarse una bateria de marcadores que
sean positivos y ademas negativos en las muestras de tejido (Husain et al, 2009). El
“Panel Internacional para el diagnostico del Mesotelioma” recomienda que se usen
por lo menos 2 marcadores positivos para el MPM (Calretinina, Citoqueratina 5/6)
y 2 marcadores que sean negativos al MPM pero positivos para otros carcinomas de
origen epitelial (ACE, Ber-EP4) (Husain et al, 2009).

Debido a lo anterior, se recomienda que el diagndstico de MPM debe basarse en la
interpretacion conjunta de los resultados obtenidos del andlisis inmunohistoquimico
de tejido pleural, del diagndstico clinico y radioldgico (Husain et al, 2009).

Debido a la carencia de un método diagnostico cuantitativo y no subjetivo del
MPM, es necesario buscar herramientas diagndsticas alternativas que se sumen a las
existentes. Una alternativa reciente para marcadores de diagndstico son los
microRNAs. Los miRNAs son ARNs pequefios no codificantes de ~22 nucleétidos

de origen enddgeno que regulan la expresién genética a nivel postranscripcional
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mediante el bloqueo de la traduccién o la induccion de la degradacion de ARN
mensajeros blanco (Carthew et al, 2009). Los miRNAs regulan multiples procesos
celulares esenciales como el ciclo celular, diferenciacion, proliferacion, apoptosis y
hematopoyesis (Brennecke et al, 2003; Carthew et al, 2009), constituyendo un
mecanismo general de regulacion de la expresion genética.

Como se muestra en la figura 1, los miRNAs se originan en el nucleo celular como
precursores llamados miRNA primarios o pri-miRNAs, que se caracterizan por
presentar una longitud de 60 - 100 nucledtidos y una estructura de “hairpin o rizo”.
Los pri-miRNAs son procesados por el complejo proteico Drosha-DGCR8 que
escinde al pri-miRNA para dar origen a otro precursor con menor tamafno
denominado pre-miRNA, que tiene un tamafio de —70 nucle6tidos. El pre-miRNA
es transportado por la exportin-5-RanGTP hacia el citoplasma, donde el pre-miRNA
es procesado por Dicer (RNasa de tipo Ill) para producir el miRNA maduro de —22
nucledtidos (Carthew et al, 2009). EI miRNA maduro lleva a cabo su funcién
cuando es reclutado por el complejo proteico llamado RISC o miRISC, a través de
su componente proteico Argonauta (AGO) (Azuma-Mukai et al, 2008). Las hebras
del miRNA maduro se separan y la hebra guia es retenida por el complejo RISC: en
mamiferos, esta hebra guia reconoce al ARN mensajero blanco en el extremo 3’ en
donde presenta una secuencia parcialmente complementaria a la regién semilla de la
hebra guia (Lewis et al, 2005). Lo anterior induce que la traduccién del ARN
mensajero blanco sea bloqueada por medio de tres posibles mecanismos: represion
de la traduccion, desestabilizacion del ARN mensajero o la degradacion del ARN
mensajero (Gayosso et al, 2013).

Recientemente se descubridé que la expresion de los miRNAs mostraba alteraciones o
expresion aberrante en enfermedades neoplésicas como cancer de colon, cancer de
pulmon, cancer de mama, entre otros (Calin et al, 2006; Yanaihara et al, 2006;
Bloomston et al, 2007; Patnaik et al, 2010; Dedes et al, 2011; Zhou et al, 2012).
Estas alteraciones permitian diferenciar el tejido sano del tejido tumoral y
presentaban perfiles Gnicos de expresion que no dependian de la raza, edad o

género, lo que los seflala como una herramienta potencial en el diagndstico y
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prondstico de la enfermedad (Avila-Moreno et al, 2011). Méas adn, se descubri6é que
la manipulacion experimental de la expresion de dichos miRNAs producia cambios
en las propiedades tumorales de las células neoplasicas (Asangani et al, 2008; Wu et
al, 2009; Zhang et al, 2009) lo cual indica que la expresion aberrante de los

mMiRNAs puede ser asociada con mecanismos cancerigenos.

/\ 1R, NUCLEO CITOPLASMA
q wr.-

Pri-miRNA S Pre-miRNA \'
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Figura 1. Esquema de la biogénesis y mecanismo de accion de miRNA (Gayosso-Gomez et al, 2013).

Lo anterior provee evidencia de la relevancia de los miRNAs como posibles
biomarcadores de diagnéstico de enfermedades neoplasicas, e incluso como posibles
blancos terapéuticos. Los miRNAs pueden ademas medirse cuantitativamente
mediante PCR en tiempo real, lo que los sefiala como una herramienta atil de
diagndstico cuantitativo y una alternativa atractiva para el diagnoéstico del MPM,

donde se carece de un método diagndstico no-subjetivo y cuantitativo.
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Actualmente existen tres trabajos publicados donde estudiaron los miRNAs para
identificar marcadores de diagndstico de MPM versus controles normales. Sin
embargo, dos de ellos se caracterizan por realizar la prueba de tamizaje inicial en un
namero limitado de lineas celulares, en lugar de tejido (Bussaca et al, 2010; Ivanov
et al, 2010); y el tercer trabajo por no realizar una normalizacion adecuada de los
datos de PCR en tiempo real (Santarelli et al, 2011). Busacca y colaboradores
analizaron el perfil de expresiéon de miRNAs de dos lineas celulares de MPM (MPP-
89 y REN, ambas de origen epitelial) versus una linea celular inmortalizada de
mesotelio normal (HMC-TERT) como prueba de tamizaje, e intentaron trasladar sus
hallazgos a lo que podria ocurrir a nivel de tejido pleural. Por su lado, Ivanov y
colaboradores realizaron analizaron 8 lineas celulares de Mesotelioma y como
control utilizaron 3 lineas celulares de mesotelio sano para su prueba de tamizaje.
Esta estrategia de analisis presenta la desventaja de ser poco representativa de las
alteraciones que podrian ocurrir a nivel de tejido. Lo anterior debido 1) al uso de
un numero escaso de lineas celulares y 2) a que las condiciones de cultivo
particulares de cada laboratorio y el nimero de pases podrian favorecer cambios en
la fisiologia celular que podrian alterar la expresion original de miRNAs en dichas
células.

Por otro lado, el estudio realizado por Santarelli y colaboradores reporté un analisis
de expresion de 88 miRNAs (asociados a procesos neoplasicos en general) en 1
muestra de tejido mesotelial sano proveniente de 5 individuos (mezcla) y 10
muestras independientes de tejido diagnosticado con MPM, mediante PCR en
tiempo real. Ademas de utilizar una sola mezcla de muestras control, los autores
usaron el RNU6 como normalizador de los datos del PCR en tiempo real, sin
proveer una justificacion experimental de la seleccion de este ARN nuclear. Se ha
reportado que el RNU6 no es un normalizador adecuado para muestras clinicas
(Mestdagh et al, 2009) y que el usar normalizadores poco estables como los ARN
nucleares puede provocar pérdida de datos cualitativos y cuantitativos en la
determinacion diferencial de miRNAs.

Ambas desventajas metodoldgicas podrian inducir la pérdida de informacién valiosa
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durante el analisis, por lo que se recomienda que una prueba de tamizaje se realice
en muestras de tejido y que los datos de PCR en tiempo real sean normalizados
adecuadamente.

Debido a la dificultad del diagndstico del MPM y a la carencia de un método
alternativo objetivo y cuantitativo, en este trabajo se propone identificar miRNAs
con valor potencial de marcadores de diagnéstico, mediante PCR en tiempo real.
Para ello se realiz6 una prueba de tamizaje inicial donde se analizaron 736 miRNAs
totales en tejido pleural de pacientes diagnosticados con MPM tipo epiteloide
(n=5) y se compararon con los mMiRNAs expresados en tejido sano adyacente (n=5)
mediante la técnica conocida como PCR-Array. Se identificaron los miRNAs con
niveles de expresion alterados o aberrantes en el MPM, para sefalar a los
potenciales marcadores de diagnoéstico de la enfermedad. Se realiz6 ademas el
analisis bioinformatico de los blancos predictivos de dichos miRNAs alterados y las
vias celulares donde participan, para determinar la posible relevancia bioldgica de

los miRNAs alterados en los mecanismos de patogénesis asociados al MPM.
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II.  JUSTIFICACION

Debido a la dificultad del diagndstico del MPM y a la carencia de un método
alternativo objetivo y cuantitativo, en este trabajo se propone identificar miRNAs

con valor potencial de marcadores de diagnoéstico, mediante PCR en tiempo real.
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. HIPOTESIS

Se ha planteado que en el tejido pleural de pacientes con Mesotelioma Pleural
Maligno pueden existir niveles alterados de miRNAs que son especificos de la
presencia de la enfermedad, por lo que se espera poder asociar los miRNAs
identificados en tejidos obtenidos de pacientes diagnosticados con mesotelioma

para ser utilizados como posibles biomarcadores de diagndstico de esta enfermedad.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Identificar los mIRNAs expresados en tejido pleural de pacientes diagnosticados con
Mesotelioma Pleural Maligno (subtipo epiteloide) que pudieran ser utilizados como

biomarcadores potenciales de diagnostico de la enfermedad.

2. Objetivos Particulares

1) Analizar el perfil de expresion de miRNAs presentes en tejido pleural
conservado en parafina proveniente de pacientes diagnosticados con
Mesotelioma Pleural Maligno y en tejido sano adyacente como control,

mediante la prueba de tamizaje por PCR-Array.

2) ldentificar los miRNAs en MPM cuyos niveles de expresion se encuentren
alterados en comparacion con los miRNAs expresados en tejido sano
adyacente (sobre-expresados o sub-expresados), mediante el empleo de

métodos estadisticos correspondientes.
3) Realizar el analisis bioinformatico de los blancos predictivos y vias de

sefalizacion celular de los mMIRNAs identificados anteriormente, para

determinar la posible relevancia biologica en el MPM.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Pacientes y Muestras

Se utilizaron muestras de tejido pleural conservadas en parafina (FFPE) obtenidas del
Servicio de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER),
provenientes del aflo 2009 y 2010. Las muestras obtenidas se dividieron en dos
grupos de estudio: 1) Grupo de estudio de “Mesotelioma pleural maligno” o MPM

y 2) Grupo de estudio “Control”.

1) El grupo de estudio MPM corresponde a muestras con diagnostico
histopatoldgico por inmunohistoquimica de Mesotelioma Pleural Maligno (MPM)
subtipo epiteloide. El diagnostico histopatolégico de MPM se realiz6 mediante la
técnica de inmunohistoquimica utilizando al menos 4 marcadores tisulares:
Citoqueratina 5/6 (CK 5/6), Calretinina, Factor de Transcripcion Tiroideo 1 (TTF-1)
y Antigeno Carcino-Embrionario (ACE).

e Criterios de Inclusion: las muestras con diagnéstico clinico, radioldgico e
histopatoldgico confirmado de MPM. No presenten tratamiento oncoldgico
previo a la toma de la muestra. Ambos géneros, mayores de 35 afos.

e Criterios de Exclusidon: las muestras cuyos diagnosticos clinico, radiolégico e
histopatoldgico no coincidan. Que presenten tratamiento oncolégico previo
a la toma de la muestra. Los datos clinicos recolectados del expediente del
paciente no existan o estén incompletos. Infecciones al momento de la toma

de la muestras. Enfermedad oncoldgica o pulmonar asociada.

2) El grupo de estudio “Control (Ctrl)” corresponde a tejido sano adyacente de
pacientes independientes diagnosticados con paquipleuritis. La ausencia de células

neoplasicas y caracteristicas infamatorias fue verificada por el patélogo.
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e Criterios de Inclusidn: las muestras con verificacion histolégica confirmada de
Tejido Sano. Ambos géneros, mayores de 35 afos.

e Criterios de Exclusion: que presenten tratamiento oncoldgico previo a la
toma de la muestra. Infecciones al momento de la toma de la muestras.

Enfermedad oncoldgica o pulmonar asociada.

El nimero de muestras para realizar este estudio correspondieron:
e 5 Muestras con diagnéstico de Mesotelioma Pleural Maligno (MPM).

e 5 Muestras confirmada de Tejido Sano Adyacente (Ctrl).

Las muestras utilizadas fueron macro-disectadas para asegurar que el contenido fuera
>90% de células cancerosas en el tejido para el grupo MPM. Los datos clinicos se
obtuvieron retrospectivamente e incluyeron informacion sobre género, edad,
sintomas clinicos, examenes radioldgicos, exposicion a asbestos, condicion de

fumador de tabaco y presencia de derrame pleural.

2. Reactivos

% Para la obtencion de ARN: RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for
FFPE (Ambion®), CAT. # AM1975.

% Para la reaccion de transcripcion reversa: TagMan® microRNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems®) CAT. # 4366596. Megaplex™ RT
Primers, Human Pool A v2.1 (Applied Biosystems®) CAT. # 4399966.
Megaplex™ RT Primers, Human Pool B v3.0 (Applied Biosystems®) CAT. #
4444281.

% Para la reaccion de pre-amplificacion: TagMan® PreAmp Master Mix
(Applied Biosystems®) CAT. # 4391128. Megaplex™ PreAmp Primers,
Human Pool A v2.1 (Applied Biosystems®) CAT. # 4399233. Megaplex™
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PreAmp Primers, Human Pool B v3.0 (Applied Biosystems®) CAT. #
4444303.

% Para la reaccion de PCR en tiempo real: TagMan® Universal PCR Master
Mix, no AmpErase® UNG (Applied Biosystems®) CAT. # 4324018.
Tagman® Array Human MicroRNA A Cards v2.0 (Applied Biosystems®)
CAT. # 4398965. Tagman® Array Human MicroRNA B Cards v3.0 (Applied
Biosystems®) CAT. # 4444910.

3. Extraccion de ARN

Se utilizé el kit de extraccion de ARN “RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit

for FFPE”, siguiendo los pasos descritos a continuacion.

3.1. Desparafinizacion

e Se usaron cortes de 20 um (con un area total de 25 - 120 mm?) de muestras
de tejido tumoral (MPM) y sano adyacente de pleura, y se colocaron en un
tubo eppendorf.

e Se agregd 1 ml de xileno al 100%, se mezcl6 manualmente e incubd las
muestras por 3 minutos a 50°C, posteriormente se centrifugé por 2 minutos a
10,000 rpm, se desecho el xileno con pipeta sin tocar el pellet.

e Posteriormente se afiadié 1 ml de etanol al 100% y se mezclaron para lavar
el pellet, se centrifugaron por 2 minutos a 10,000 rpm y se deseché el etanol
cuidando de no tocar el pellet (este lavado se realiza 2 veces); se dejo secar

por 20 - 30 minutos a temperatura ambiente.

3.2. Digestion Proteolitica

e Se preparar6 para cada muestra por separado la mezcla de digestion:
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Componentes Volumen

de la Mezcla de Digestion por muestra ( pL )

Digestion Buffer 200
Protease 4
Total 204

e Se agregd la mezcla de digestion e incubaron las muestras por 15 minutos a
50°C y por 15 minutos a 80°C en un bloque de calor (sin que exceda el

tiempo establecido).

3.3. Aislamiento de Acidos Nucleicos

e Se prepardé por separado la siguiente mezcla aditivo/etanol: 240 pL de
aditivo de aislamiento con 550 pL de etanol al 100% para un total de 790
pL de aditivo/etanol por muestra, se agregod al producto de la digestion

proteolitica y se mezclo por pipeteo:

Componentes de la Volumen
Mezcla Aditivo/Etanol por muestra ( pL )
Isolation Aditive 240
Etanol 100% 550
Total 790

e Se pasaron las muestras por columnas (filtros Cartridge) en tubos estériles, se

colocaron 700 pL en la columna y se centrifugaron a 10,000 rpm por 30
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segundos, se eliminé la mezcla filtrada y se repitid hasta filtrar toda la
muestra.

e Se agregaron a la columna 700 pL de buffer wash 1, se centrifugd a 10,000
rpm por 30 segundos para lavar el filtrado en la columna y se deseché el
buffer filtrado.

e Se agregd a la columna 500 pL de buffer wash 2/3, se centrifugé a 10,000
rpm por 30 segundos para lavar el filtrado de la columna y se deseché el
buffer filtrado.

e Se conservo la columna y se realizd una centrifugacion adicional a 10,000
rpom por 30 segundos para eliminar todo el liquido que haya quedado

retenido en la columna.

3.4. Digestion por Nucleasas y Purificacion Final

e Se prepard la mezcla de nucleasas por separado:

Componentes de Volumen
la Mezcla de Nucleasas por muestra ( L)
10X DNase Buffer 6
Agua libre de Nucleasas 50
DNase 4
Total 60

e Se agregd la mezcla a nuestra columna en el centro e incubd por 30 minutos
a temperatura ambiente.

e Se agregd 700 pL de buffer wash 1 a la columna e incubé por 30 segundos a
temperatura ambiente, se centrifugé a 10,000 rpm por 30 segundos y se

desecho el buffer filtrado.
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e Se agregd 500 pL de buffer wash 2/3 a la columna, se centrifugd a 10,000
rpm por 30 segundos y se desecho el buffer filtrado.

e Se repitidé el lavado de la columna con 500 pL de buffer wash 2/3, se
centrifugd a 10,000 rpm por 1 minuto y se elimind el buffer filtrado.

e Se cambid la columna a un tubo nuevo, se agregé 40 uL de agua libre de
RNAsa al centro del filtro en dos partes, primero 20 uL y se centrifugd por 1
minuto a maxima velocidad, posteriormente se agregaron los 20 pL
restantes a la columna y se centrifugd por 1 minuto a maxima velocidad.

e El producto final (ARN total) se cuantific6 en “Qubit 2.0 Fluorometer”

(Invitrogen) y se almaceno a una temperatura de -20°C.

4. Determinacion de miRNAs mediante PCR-Array

La determinacion cuantitativa del perfil global de miRNAs expresados en tejido
pleural de MPM vy tejido sano adyacente se realizO mediante la técnica de PCR en
tiempo real con reaccidén de transcripcion reversa (RT-gPCR-Array) TagMan Array
Human MicroRNA Panel v2.0 (Applied Biosystems, CA, USA). Este “Array” consiste
de dos placas de 384 pozos (placa A y placa B) que contienen 377 sondas para
miRNAs maduros y cuatro controles enddgenos (placa A), y 290 sondas para
miRNA maduros con siete controles endégenos (placa B). Se realizdé la
determinacion de miRNAs mediante los reactivos y kits correspondientes para cada
reaccion, siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo consistio en los

pasos descritos a continuacion:

4.1. Transcripcion Reversa (RT)

e Se descongelaron los reactivos y las muestras de ARN total en hielo.

e Se prepard una mezcla por separado para la reaccion (para cada muestra)

con los siguientes reactivos y cantidades:
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Componentes de la Volumen

Mezcla para la Reaccion RT por muestra (pL)
Agua libre de nucleasas 0.20
10X RT Buffer 0.80
MgCl, (25 mM) 0.90
dNTPs with dTTP (100mM) 0.20
RNase Inhibitor (20 U/uL) 0.10
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/pL) 1.50
Megaplex RT Primers A o B (10X) 0.80
Total 4.50

e Se mezclaron invirtiendo los tubos (A y B).

e Se agregd a cada tubo (tubo A y tubo B, por muestra) de mezcla de la
reaccion RT, 3 uL de ARN total de cada muestra con una concentracion de
25 ng/uL, para un volumen final de 7.5 pL en cada tubo (tubo A y tubo B).

e Posteriormente, se realizé la reaccion en un Termociclador bajo los siguientes

parametros:

o0 Volumen de reaccion: 7.5 pL.

o Condiciones del termociclador:
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Fase Temperatura Tiempo

16°C 2 min
Ciclado
; 42°C 1 min
(40 Ciclos)
50°C 1seg
Hold 85°C 5 min
Hold 4°C 0

e Los productos de la RT (¢cDNA o ADN copia) se pueden almacenar a una

temperatura de -20°C.

4.2. Preamplificacion

e Se descongelaron las muestras de cDNA vy los reactivos en hielo.

o Se realizo la mezcla con los reactivos como sigue:

Componentes de la Volumen
Mezcla para Reaccion de PreAmp por muestra (pL)
Agua Libre de Nucleasas 7.5
Tagman PreAmp Master Mix (2X) 12.5
Megaplex PreAmp Primers (10X)(Pool A y B) 2.5
Total 225

e Se homogeneizo la mezcla por pipeteo.
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e Se agregaron 2.5 pL de cDNA (por muestra) a la mezcla correspondiente a
cada tubo (tubo A y tubo B), se mezclé por pipeteo, para un volumen final
de 25 pL.

e Se centrifugd brevemente para mandar al fondo del tubo toda la mezcla.

e Se incubd en hielo por 5 minutos.

e Se llevG a cabo la reaccion en un Termociclador con los siguientes

parametros:

0 Volumen final: 25 pL

o Condiciones del termociclador:

Fase Temperatura Tiempo
Hold 95°C 10 min

Hold 55°C 2 min

Hold 72°C 2 min
Ciclado 95°C 15 seg

(12 Ciclos) 60°C 4 min
Hold 99.9°C 10 min

Hold 4°C o

e Finalmente, se diluyé el producto de la Preamplificacién 1:4 (agregar 75 pL)
con agua libre de nucleasas, homogeneizando la muestra.

e Las muestras pueden ser almacenadas a -20°C.

4.3. Mezcla PCR

e Se descongelaron los componentes de la mezcla y las muestras en hielo.
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e Se realizd la mezcla en tubos de 1.5ml con los siguientes volimenes para cada

muestra (A 'y B):

Componentes de la Volumen
Reaccion de PCR por Muestra (uL)
Agua libre de nucleasas 441
TagMan Universal Master Mix, 450
No AmpErase UNG, 2X
Producto de PreAmp diluido 9
Total 900

e Se homogeneiz6 la mezcla por pipeteo; posteriormente, se comenzé con la
carga de las placas TagMan® microRNA Array (Arreglo de microRNA
TagMan®).

4.4. Cargado de las muestras en las placas TagMan® microRNA
Array (Ay B)

e Teniendo las mezclas de reaccion de PCR listas de cada muestra (A y B), se
comenzd6 con la carga de las placas, se agregé a cada placa 800 uL en los
depdsitos de llenado la mezcla correspondiente (100 pL por depésito, 8 en
total).

e Posteriormente, se centrifugaron a 1200 rpm por 1 minuto, con la finalidad
de que la muestra se irrigue en todos los pozos de cada depdsito.

e Se sellaron las placas, con la finalidad de aislar la muestra en los pozos, se
colocod el carro en la posicion inicial, se insertd la placa haciendo que
coincidan las perforaciones en la placa con los clips del carro y se deslizé el

carro.
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e Con las placas selladas se recortaron los depoésitos de llenado; listos para

ingresar en el equipo “7900HT Fast Real-Time PCR” (Applied Biosystems).

4.5. Analisis de las muestras en las placas TagMan® microRNA Array

Las placas fueron analizadas en el equipo “7900HT Fast Real-Time PCR” (Applied
Biosystems). Los datos crudos provenientes del aparato fueron colectados y
procesados mediante el Sequence Detection System version 2.3 (SDS software,
Applied Biosystems). Los datos crudos de Cq (Cuantificacion de ciclos) se calcularon
mediante el SDS software aplicando los valores estandar automaticos del aparato.
Solo los miRNAs que presentaron un valor crudo de Cq mayor de 35 fue

considerado como detectables. La cuantificacion relativa (Rq) de cada miRNA se

calculé mediante la ecuacién 2%, donde ACq = Cq mediagiobal - Cq MIRNAPreblema 'y, q|

valor de cambio se calculé mediante la formula 2227, donde AACT = [Cq media
global (ewy~ COd MIRNASL nterest o 1 - [Cqg media global worwar oy - Cd

MIRNAproblema | o a cony]- El valor de la media global de la expresion (medida por Cq)
se utilizé como factor normalizador de los datos del PCR en tiempo real (Mestdagh
et al, 2009).

5. Analisis Estadistico

La expresion diferencial de los miRNAs en MPM comparado con controles sanos fue
analizada mediante el método de t-student, usando el software “Expression Suite
v1.0” (Life Technologies). Se consideré que un miRNA se expresaba de forma
diferencial o alterada con respecto a los controles (sobre-expresion o sub-expresion)
cuando la P val <0.05 and y el valor de cambio >2.

Para verificar la homogeneidad de las muestras intragrupal se utilizé el “coeficiente
de correlacion de Pearson”, el cual es una medida de la relacion lineal entre dos

variables aleatorias cuantitativas. El coeficiente de correlaciéon de Pearson es el indice
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gue puede utilizarse para medir el grado de relaciéon de dos variables siempre y
cuando ambas sean cuantitativas. Para interpretar el coeficiente se utiliza la siguiente
escala: O = Correlacion nula, 0,01 a 0,19 = Correlacidon positiva muy baja, 0,2 a
0,39 = Correlacién positiva baja, 0,4 a 0,69 = Correlacidon positiva moderada, 0,7
a 0,89 = Correlacion positiva alta, 0,9 a 0,99 = Correlacidon positiva muy alta, 1 =

Correlacion positiva perfecta.

6. Andlisis Bioinformatica

Para el analisis bioinformatico se utilizaron el software: miRBase, TargetScan y

miRSystem.

6.1. “miRBase” (http://www.mirbase.org/).

La base de datos “miRBase” es el reservorio central de las secuencias de los miRNAs
identificados en todas las especies estudiadas. Es ademas una fuente de herramientas
para el analisis bioinforméatico de los blancos predictivos de los miRNAs y de

informacion publicada de blancos moleculares y funcion de los mismos.

6.2. “TargetScan” (www.targetscan.org/).

TargetScan es una herramienta de bioinformatica que utiliza algoritmos para la
prediccion de los blancos moleculares de los miRNAs, mediante la identificacion de
sitios de reconocimiento conservados en el ARNmM conocidos como 7mer.
TargetScan predice dos tipos de sitios 7mer: a) 7mer-m8, que requiere de una
coincidencia exacta de las posiciones 2 — 8 del miRNA maduro (posicion 8 en la
secuencia semilla); y b) 7mer-1A, que requiere una coincidencia exacta de la

posiciones 2 — 7 del miRNA maduro y 8mer.
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6.3. “miRSystem” (http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/)

Los andlisis de enriquecimiento de vias y genes se llevaron a cabo utilizado el
miRSystem, un Sistema Integrado para Caracterizar Vias y Funciones enriquecidas de
Blancos de microRNAs (http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/). Utilizando este sistema,
los microRNAs examinados primero se convierten a la anotacion mas reciente de
miRBase, después se aplican varios métodos estadisticos para calcular las
proporciones O/E (Observado/Esperado) de genes blanco, los valores *“P”
hipergeométricos y los valores “P” empiricos debidos a la permutacion con el fin de
identificar vias de sefializacidn significantemente enriquecidas. El registro de la base
de datos miRBase se utilizd para acceder a toda la informacion registrada disponible

con respecto a los miRNAs reportados previamente (http://www.mirbase.org/).
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VI. RESULTADOS

1. Caracteristicas de las muestras y de los Grupos de Estudio

Se utilizaron 5 muestras provenientes de pacientes con diagnostico histopatoldgico,
clinico y radiolégico de Mesotelioma Pleural Maligno (MPM) subtipo epiteloide
(Tabla 1). Cuatro pacientes fueron diagnosticados con MPM estadio Ill, y uno sin
estadio reportado. Tres pacientes fueron del género femenino y de dos de género
masculino, con un rango de edad de 49-68 afnos (55.2+6.8 afos). Cuatro de los
pacientes presentaron derrame pleural. Solo dos pacientes expresaron una
exposicion al asbesto, sin embargo, esta informacién debe tomarse con cuidado ya
que se recopilé del archivo clinico de los pacientes, el cual no constituye un
interrogatorio estandarizado. Tres de ellos reportaron ser fumadores y Unicamente
uno informo que tuvo exposicion a humo de lefa.

El Grupo Control (Ctrl) se formd por 5 muestras independientes de tejido normal
sano adyacente de pacientes diagnosticados con paquipleuritis (Tabla 2). Cuatro de
las muestras provienen de pacientes de género femenino y una de género
masculino; tres de ellas con un rango de edad de 51-71 afos y dos de ellas de
paciente de 1 afio. Cuatro pacientes fueron no fumadores y uno no reportado,
cuatro sin exposicion a asbesto y uno no reportado, y cuatro de ellos con
exposicion a humo de lefia y uno sin reporte. El diagndstico de todas las muestras
de los Grupos MPM vy Control fue verificado por segunda vez por un patdlogo
independiente.

Se obtuvo un rendimiento de ARN total de 25.4 - 184.8 ng/uL por muestra en un

volumen final de 30 pL para la deteccion de miRNAs mediante el PCR-Array.
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TABLA 1. Datos clinicos y epidemioldgicos de los pacientes con MPM.

MPM-1 53 F SI SI SI NO EPITELIOIDE ] MPM
MPM-2 49 F NO NO SI NO EPITELIOIDE ] MPM
MPM-3 68 M SI NO SI NO EPITELIOIDE 1-B MPM
NO
MPM-4 50 F NO NO NO SI EPITELIOIDE MPM
REPORTADO
MPM-5 56 M SI SI SI NO EPITELIOIDE "-A MPM

MPM = Mesotelioma Pleural Maligno.

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

TABLA 2. Datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes con muestras Control.

Ctrl-1 71 NO NO Sl TEJIDO SANO
Ctrl-2 51 NO NO Sl TEJIDO SANO
Ctrl-3 1 NO NO Sl TEJIDO SANO
Ctrl-4 1 NO NO S| TEJIDO SANO
NO NO NO
Ctrl-5 53 TEJIDO SANO
REPORTADO REPORTADO REPORTADO
Ctrl = Control
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2. Deteccion de miRNAs mediante PCR-Array (PCR tiempo real)

Las placas A y B contienen 736 miRNAs totales, de los cuales 554 fueron detectados
en las muestras de MPM y 535 miRNAs en las muestras control (aquellos miRNAs
con <35 ciclos o Ct). Un ejemplo de una gréafica que muestra la amplificacion de los

mMiRNAs por PCR en tiempo real es la Figura 2.

ARn vs Cycle (Linear)
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ARnN = Diferencia de la sefal de fluorescencia.

FIGURA 2. Gréfica de la detecciéon de miRNAs amplificados durante el proceso de PCR.

En las placas se incluyen ademas varios controles enddgenos para ser usados como
normalizadores 0 “housekeeping” para el andlisis de los datos del PCR en tiempo
real; estos controles enddgenos estdn constituidos por: U6snRNA, RNU44, RNU48,
RNU24, RNU43, RNU6B (ARNs nucleares) y un ath-miR159a (miRNA de
Arabidopsis thaliana miR159a). Sin embargo, el analisis mediante el programa

NormFinder revel6 que todos los controles enddgenos contenidos en las placas
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mostraban la mayor varianza de todos los miRNAs detectados y por tanto no eran
buenos normalizadores. Debido a lo anterior, se utilizd la media de la expresion
global de todos los miRNAs detectados como normalizador (Mestdagh et al, 2009).
Una vez normalizados los datos, se procedié a analizar si eran homogéneos entre
los miembros del mismo grupo de estudio, mediante la prueba de Pearson (Tabla
3). Los datos mostraron que la variaciones entre la muestras MPM-2, MPM-3,
MPM-4 y MPM-5 mostraron un valor de “0.668 — 0.794”, lo cual se considera
homogéneo; con excepcion de la muestra MPM-1 que mostré valores de “0.528 —
0.585” indicando que esta muestra mostré la més baja similitud entra las muestras
de mesotelioma. En cuanto al grupo control, las variaciones que mostraron entre las
muestras tuvieron valores de “0.665 — 0.828” lo que indica una homogeneidad
entre las muestras del grupo, lo que indica una similitud entre las mismas.

Para identificar aquéllos miRNAs con expresion aberrante o alterada en MPM, se
compararon los niveles de expresion de los miRNAs detectados en MPM versus 10s
niveles de expresion de sus correspondientes miRNAs en las muestras controles. Se
consideraron mMiRNAs alterados en MPM (sobre-expresados o sub-expresados)
aquéllos cuyos niveles de expresion presentaran una diferencia estadistica (“P”
<0.05) y un valor de cambio >2, con relacién a grupo Control.

La figura 3 y la figura 4 muestran una gréfica de “volcan” que representa los
MIiRNAs totales detectados en el PCR-Array. El eje de la “Y” representa el valor de
“P” en el sistema logaritmico; y la linea divisoria en 1.301 (-log 0.05) representa el
punto de corte por arriba del cual la p<0.05. El eje “X” muestra los valores de
cambio (log2) donde se sefialan los valores -1 y 1 que representan el punto de corte
donde el valor de cambio es mayor de 2 (valor + o -). En el cuadrante superior
derecho en color rojo se muestran los miRNAs sobre-expresados y en el cuadrante
superior izquierdo en color verde se encuentran los miRNAs sub-expresados.

La tabla 4 muestra la identidad de los miRNAs que se encuentran diferencialmente
expresados en MPM versus Control. Los datos indicaron que 20 miRNAs fueron
expresados diferencialmente en las muestras analizadas. De estos 20 miRNAs, 11
fueron sub-expresados (hsa-miR-517b, hsa-miR-627, hsa-miR-766, hsa-miR-101, hsa-
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miR-501, hsa-miR-212, hsa-miR-596, hsa-miR-145, hsa-miR-671-3p, hsa-miR-18la,
hsa-miR-18a#) y 9 miRNAs sobre-expresados (hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-34a#, hsa-
miR-622, hsa-miR-339-3p, hsa-let-7g, hsa-miR-196b, hsa-miR-135b, hsa-miR-18a y
hsa-miR-302b).
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TABLA 3. Valores del coeficiente de correlacion de Pearson de las muestras analizadas.

MUESTRA Ctrl-1 Ctrl-2 Ctrl-3 Ctrl-4 Ctrl-5 MPM-1 MPM-2 MPM-3 MPM-4 MPM-5

Ctrl-1

Ctrl-2

Ctrl-3

Ctrl-4

Ctrl-5

MPM-1

MPM-2

MPM-3

MPM-4

MPM-5

Ctrl = Control

MPM = Mesotelioma Pleural Maligno
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FIGURA 3. Muestra los miRNAs (Placa A) detectados del analisis de los grupos MPM vs

Control, se encuentran en la parte superior del punto de corte: del lado derecho se

encuentran los miRNAs sobre-expresados (rojo) y del lado izquierdo los miRNA sub-

expresados (verde).
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FIGURA 4. Muestra los miRNAs (Placa B) detectados del anélisis de los grupos MPM vs

Control, se encuentran en la parte superior del punto de corte: del lado derecho se

encuentran los miRNAs sobre-expresados (rojo) y del lado izquierdo los miRNAs sub-

expresados (verde).
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TABLA 4. Muestra los miRNAs que se encuentran diferencialmente expresados en MPM vs
Control. Los miRNAs sub-expresados (verde); los miRNAs sobre-expresados (rojo); con un
Valor de P<0.05.

mMiRNAs LOG: RQ Valor “P”

hsa-miR-517b-3p 0.00042 0.038
hsa-miR-627 0.002 0.023
hsa-miR-766-3p -4.756 0.037 0.036
hsa-miR-101-3p -4.381 0.048 0.033
hsa-miR-501-5p -3.158 0.112 0.027
hsa-miR-212-3p -3.059 0.12 0.019
hsa-miR-596 -2.911 0.133 0.018
hsa-miR-145-5p -2.776 0.146 0.008
hsa-miR-671-3p -1.857 0.276 0.009
hsa-miR-181a-5p -1.667 0.315 0.012
hsa-miR-18a-3p -1.482 0.358 0.042
hsa-miR-30e-3p 1.459 2.75 0.008
hsa-miR-34a-3p 1.774 3.419 0.011
hsa-miR-622 6.598 96.855 0.021
hsa-miR-339-3p 2476 0.000
hsa-let-7g-5p 2663 0.045
hsa-miR-196b-5p 4983 0.025
hsa-miR-135b-5p 9365 0.043
hsa-miR-18a-5p 12715 0.031
hsa-miR-302b-3p 213572 0.016

RQ = Cuantificacion relativa
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3. Analisis de los Blancos Predictivos de los miRNAs de interés

Para identificar los genes blanco de los microRNAs de interés, se utilizd el programa
TargetScan que utilizan algoritmos para predecir la presencia de dominios de
pareamiento entre la secuencia semilla del miRNA vy el transcrito analizado (ARNmM)
(ver material y métodos). De esta forma se encontré que el hsa-miR-517b-3p
presenta 43, hsa-miR-627 presenta 142, hsa-miR-766-3p presenta 356, hsa-miR-101-
3p presenta 803, hsa-miR-501-5p presenta 274, hsa-miR-212-3p tiene 146, hsa-miR-
596 predice 129, hsa-miR-145-5p tiene 731, hsa-miR-671-3p presenta 5, hsa-miR-
181la-5p tiene 626, hsa-miR-18a-3p predice 132, hsa-miR-30e-3p tiene 182, hsa-miR-
34a-3p presenta 387, hsa-miR-622 tiene 329, hsa-miR-339-3p presenta 16, hsa-let-
79-5p tiene 17, hsa-miR-196b-5p predice 38, hsa-miR-135b-5p presenta 69, hsa-miR-
18a-5p tiene 132 y hsa-miR-302b-3p presenta 14 blancos predictivos.

Lo siguiente fue analizar la posible relevancia biologica de los miRNAs alterados en
la patogenia del MPM, mediante la identificacion de las vias de sefializacién donde
se encuentren involucrados los blancos predictivos de los miRNAs analizados. Para
ello se utilizd el programa miRSystem, el cual utiliza varios métodos estadisticos
para calcular en cudles vias de sefializacion se encuentran los genes blancos en forma
enriguecida. Mediante este programa se determinaron las cinco principales vias de
sefializaciéon con un valor de <0.05 y que presentaran una asociaciéon con
mecanismos neoplésicos. Los datos indicaron que los cinco principales vias fueron:
inmunologia adquirida, vias de sefializacion del Wnt, efectores directos del p53, vias
de cancer y vias de activacion de la familia de RAS (TABLA 5). Sélo 17 de los 20
miRNAs alterados fueron asociados a estas vias (Tabla 6), mientras que los hsa-miR-
18a-3p, hsa-miR-34a-3p y hsa-miR-339-3p no presentaron blancos predictivos
enriquecidos en las mismas. hsa-miR-501-5p fue asociado a todas las vias de
sefializacién, seguido por -766-3p, -101-3p, -212-3p, -18la-5p, -622, -let-7g-5p, and -

196b-5p que fueron asociadas a cuatro vias (Tabla 6).
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TABLA 5. Las 5 vias de sefializacion principales donde se encuentran enriquecidos los

blancos predictivos de los miRNAs de interés

VIA DE #GENES # miRNAS CON
BASE DE DATOS » BLANCOS EN **VALOR
SENALIZACION BLANCOS DE “p”
ESTAS VIAS
REACTOME INMUNOLOGIA 21 16
ADQUIRIDA S

VIA SENALIZACION

KEGG 3 7 :
DEL WNT 2.43E-04
PATHWAY
NTERACTION | ETECTORES DIRECTOS . .
DEL P53 6.65E-04
DATABASE
KEGG VIAS EN CANCER 21 17 1 53E-02
PATHWAY VIA DE ACTIVACION
INTERACTION DE LA FAMILIA DE 7 1 2 O5E-02
DATABASE RAS

Los miRNAs diferencialmente expresados en MPM fueron analizados mediante el miRSystem para
encontrar las 5 primeras vias de sefializacion donde los blancos predictivos se encuentran
enriquecidos (p<0.05), y que estan asociados a la patogénesis del MPM.

** Valores de “P” se obtuvieron mediante prueba hipergeomeétrica.
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TABLA 6. Lista de los miRNAs con expresion alterada en MPM que se asocian a vias en cancer, inmunologia adquirida, vias de

activacion de la familia RAS, via de efectores directos del P53 y vias sefializacion del Wnt.

hsa-miR-517b-3p Vv Vv 2
hsa-miR-627 Vv Vv V 3
hsa-miR-766-3p Vv Vv V Vv 4
hsa-miR-101-3p Vv Vv V Vv 4
hsa-miR-501-5p Vv Vv V Vv V 5
hsa-miR-212-3p Vv Vv V Vv 4
hsa-miR-596 Vv Vv V 3
hsa-miR-145-5p Vv Vv V 3
hsa-miR-671-3p Vv Vv V 3
hsa-miR-181a-5p Vv Vv V V 4

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

TABLA 6. Lista de los miRNAs con expresion alterada en MPM (CONTINUACION).

hsa-miR-30e-3p \% \% \%
hsa-miR-622 \% \% \% \%
hsa-let-7g-5p \% \% \% \%
hsa-miR-196b-5p \% \% \% \%
hsa-miR-135b-5p \% \% \%
hsa-miR-18a-5p \% \% \%
hsa-miR-302b-3p \% \%

Analisis mediante miRSystem.
V= genes blanco en la correspondiente via de sefializacion.

No se encontraron genes blancos para los hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-34a-3p y hsa-miR-339-3p enriquecidos en estas vias.
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El siguiente paso fue realizar la basqueda de las moléculas reportadas en la literatura
gue estuvieran involucradas en la patogénesis del MPM y mecanismos neoplasicos y
cruzar la informacién obtenida con la lista de los multiples blancos predictivos de
los mMiRNAs de interés.

El analisis de informacidn disponible en la literatura demostré dos vias importantes
involucradas en la patogénesis de neoplasias malignas que son la via de activacion
por COX-2 (Ciclooxygenase 2) y la via del TGF- (Transforming Growth Factor
beta). En la primera via, la molécula COX-2 se encuentra sobre-expresada en cancer
de proéstata, hepatoma y MPM. En la segunda via, las moléculas FOS (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog) y SMAD2 (SMAD family member 2) se
encuentran sobre-expresadas en hepatoma y MPM. El analisis comparativo
demostré que COX-2, FOS y SMAD2 son blancos predictivos del hsa-miR-101-3p,
mientras que FOS y SMAD2 son blancos predictivos del hsa-miR-181a-5p. Datos
revelaron que SMAD2 es ademas blanco predictivo del hsa-miR-212-3p (tabla 7 y
tabla 8). Los tres miRNAs sefialados anteriormente se encontraron sub-expresados
en MPM y debido a que los miRNAs suprimen la expresion de sus blancos entonces
se predice que COX-2, FOS y SMAD2 podrian estar sobre-expresados en MPM. Lo
anterior coincide con los datos en la literatura que sefiala a COX-2 y a FOS/SMAD2
como moléculas sobre-expresadas en tejido diagnosticado con MPM (O'Kane et al,
2010; Hao et al, 2011; Fuji et al, 2012; Huang et al, 2012).
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TABLA 7. miRNAs seleccionados con blancos predictivos comunes asociados a procesos neoplésicos.

BLANCO

PREDICTIVO!

BLANCO
VALIDADO

ASOCIACION DEL BLANCO

PREDICTIVO

CON PROCESOS NEOPLASICO

REFERENCIA

hsa-miR-101-3p

hsa-miR-181a-5p

COX223,

FOS*,

SMAD25

FOS4,

SMAD2°

COX22

Cancer de Prostata?,

Hepatoma?,

MPM?:5

Hepatoma*,

MPM®

1. TargetScan
(https://www.targetscan.org/);
2. Hao Y. et al, 2011;

3. O'Kane S.L. et al, 2010;

4. Huang Y. et al, 2012;

5. Fuji M. et al, 2012.

1. TargetScan

(https://www.targetscan.org/);
4. Huang Y. et al, 2012;
5. Fuji M. et al, 2012.
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TABLA 8-A. Genes de interés para el hsa-miR-101-3p.

GEN DE TRANSCRITO SITIOS CONSERVADOS
NOMBRE DEL GEN

INTERES REFREEENIUAIAE Total 8mer 7mer- m8 7mer 1A

RN
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TABLA 8-B. Genes de interés para el hsa-miR-181a-5p.

GEN DE TRANSCRITO
INTERES REPRESENTATIVO

NOMBRE DEL GEN
7mer-m8 7mer-1A

FBJ murine
NM_005252 osteosarcoma viral
oncogene homolog

TABLA 8-C. Genes de interés para el hsa-miR-212-3p.

SITIOS CONSERVADOS

GEN DE TRANSCRITO
, NOMBRE DEL GEN —
INTERES REPRESENTATIVO el S AR 7mer-1A
SMAD
SMAD2 NM_001003652 1 0 1 0

family member 2
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VII. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue identificar miRNAs con valor potencial de
diagnéstico para MPM, para lo cual se realiz6 una prueba de tamizaje para
identificar cuantitativamente los miRNAs en tejido pleural diagnosticado con MPM
que presentaran un nivel de expresion alterado en relaciobn a los MiIRNAs
expresados en tejido sano adyacente como control.

El primer paso fue seleccionar muestras de tejido pleural cuyo diagndstico clinico,
radiol6gico e histologico fuera de MPM. Lo anterior es relevante para este estudio
debido -precisamente- a que es dificil alcanzar un diagnéstico certero de esta
enfermedad y se requiere que todos los datos diagndsticos coincidan. El segundo
punto importante fue la cantidad de células neoplasicas presentes en la muestra
analizada. Lo anterior debido a que podrian obtenerse datos representativos de —
por ejemplo- inflamacién, en lugar de datos representativos de la neoplasia. Por lo
anterior, en este trabajo se verifico la presencia de al menos 80% de células
neoplasicas en las muestras de MPM.

Una vez seleccionadas las muestras adecuadas, se seleccioné un método de tamizaje
para la determinacion cuantitativa de los miRNAs. La prueba de tamizaje elegida
(PCR-Array) permiti6 la detecciéon cuantitativa de maltiples miRNAs
simultaneamente, por lo que presenta una ventaja sobre otras pruebas de tamizaje
como los microarreglos la cual es semicuantitativa. Es importante mencionar que la
calidad del PCR en tiempo real fue verificada mediante una normalizacion adecuada
de los datos. Asi mismo, se anexa la informacidn correspondiente a las
recomendaciones de la MIQE (por sus siglas en inglés Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al, 2009) (véase
Anexo-Tabla 1) para la homogenizacion de datos y criterios para la técnica de PCR
en tiempo real.

El disefio experimental anteriormente mencionado nos permitié obtener datos

confiables, por lo que procedemos a discutir los resultados. Los resultados
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demostraron un total de 20 miRNAs con niveles de expresion alterados en MPM
comparado con tejido sano, de los cuales 11 fueron sub-expresados y 9 sobre-
expresados. Se encontraron evidencias de que 17 de los 20 miRNAs participan en
cinco vias de sefalizacidon que pueden asociarse a procesos neoplasicos e incluso a la
respuesta inmunoldgica adquirida. Lo anterior coincide con uno de los mecanismos
de patogenia del MPM propuestos, donde el dafio causado por las fibras de asbesto
induce un ciclo de dafio tisular y de respuesta inflamatoria que conducen finalmente
al desarrollo del mesotelioma (Hillegass et al, 2010; Carbone et al, 2012; Jean et al,
2012; Matsuzaki et al, 2012;). De forma notable, la via del Wnt has sido asociada
directamente con el desarrollo del MPM, lo que respalda la relevancia bioldgica
potencial de los miRNAs detectados.

Resalta el hecho de que el hsa-miR-501-5p se asocia a las cinco vias, mientras que
hsa-miR-101-3p, hsa-miR-181la-5p y -212-3p se asocia a cuatro de ellas y que estos
mMiRNAs sub-expresados presentan blancos predictivos en moléculas asociadas con la
patogénesis del MPM y otras neoplasias en la literatura. Dichas moléculas se han
reportado sobre-expresadas en tejido neoplasico, lo cual coincide con el hecho de
que los miRNAs sefialados se encuentran sub-expresados en nuestro trabajo.

Es relevante sefialar que dos de los miRNAs (hsa-miR-181a-5p y -212-3p) inciden en
una misma via (TGF-B) de forma redundante, y ésta via ha sido directamente
involucrada en la patogénesis del MPM. Si el desarrollo de una neoplasia es el
resultado de un conjunto de anormalidades que la célula ya es incapaz de
compensar, una anormalidad redundante podria contribuir a esta hipotesis. En
cuanto al hsa-miR-101-3p, el blanco que afecta es COX-2, ya existen varios trabajos
gue reportan la participacion de esta molécula en el desarrollo del MPM cuando se
sobre-expresa (véase Anexo-Figura 1).

Con las evidencias anteriores es posible enfatizar la posible relevancia biolégica de
cuatro miRNAs sub-expresados en la patogénesis de MPM. Lo anterior nos permite
seflalar mMiRNAs con potencial de diagndstico y que ademas de encontrarse
alterados en el tejido pleural con mesotelioma, pueden ser asociados a mecanismaos

de patogénesis de la enfermedad.
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Cabe mencionar que una debilidad del presente trabajo es el niumero inicial de
muestras. Sin embargo, fue posible fortalecer este trabajo con los datos de
bioinformatica realizados y con la planeacion del siguiente trabajo que es la
determinacion de los 17 miRNAs encontrados (con énfasis en los cuatro sub-
expresados) en un mayor numero de muestras. Un nUmero de muestra

representativo de la poblacion se calcula con la férmula de la figura 5.

Figura 5. Férmula para el calculo de muestras representativas de una poblacion.

B Ng?Z?
(N —=1)e? + ¢272

n

n = el tamafio de la muestra.

N = tamafio de la poblacion.

o = Desviacion estdndar de la poblacion que, generalmente cuando no se tiene su valor, suele
utilizarse un valor constante de 0,5.

Z = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un valor constante que, si no se tiene su
valor, se lo toma en relacién al 95% de confianza equivale a 1,96 (como mas usual) o en relacién
al 99% de confianza equivale 2,58, valor que queda a criterio del investigador.

e = Limite aceptable de error muestral que, generalmente cuando no se tiene su valor, suele
utilizarse un valor que varia entre el 1% (0,01) y 9% (0,09), valor que queda a criterio del
encuestador.
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VIIl. CONCLUSIONES

e Se identificaron 20 miRNAs con niveles alterados de expresion en tejido
pleural diagnosticado con MPM subtipo epiteloide versus tejido sano.

e 17 de los miRNAs identificados estan asociados a vias en cancer, inmunologia
adquirida, vias de activacion de la familia RAS, via de efectores directos del
P53 y vias sefializacién del Wnt.

e Cuatro miRNAs sub-expresados (hsa-miR-501-5p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-
181a-5p y hsa-miR-212-3p) presentan blancos predictivos en dos vias (COX-2
y TGF-B) asociadas con el desarrollo de MPM en la literatura.

e Se proponen como posibles marcadores de diagndéstico a los 17 miRNAs,
(hsa-miR-517b-3p, hsa-miR-627, hsa-miR-766-3p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-
501-5p, hsa-miR-212-3p, hsa-miR-596, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-671-3p, hsa-
miR-181a-5p, hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-622, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-196b-5p,
hsa-miR-135b-5p, hsa-miR-18a-5p y hsa-miR-302b-3p) con énfasis en los
cuatro miRNAs sub-expresados (hsa-miR-501-5p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-
181a-5p y hsa-miR-212-3p).

e Se propone analizar los 17 miRNAs identificados en un mayor nimero de

muestras para verificar la significancia diagndstica de dichos miRNAs.
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ANEXO

Tabla 1. Recomendaciones de la MIQE (Minimum Information for Publication of

Quantitative Real-Time PCR Experiments) para reportar la minima informacion para un

experimento de gPCR.

DISENO EXPERIMENTAL IMPORTANCIA REPORTADO* | PAGINA**
Definicion de los grupo experimental y control S 10-11
Namero en cada grupo S 11
¢Ensayo llevado a cabo por el centro o g "
laboratorio del investigador?
Reconocimiento de las contribuciones del autor N/A N/A

MUESTRA
Descripcion S 10-11
Volumen/Masa de la muestra procesada S 12
Microdiseccion o Macrodiseccion Sl 1
Procedimiento de procesamiento S 12-20
Si congela, ;cémo y con qué rapidez? N/A N/A
Si fija, ;con que y con qué rapidez? S 10
Duracion y condiciones de almacenamiento de
la muestra (especialmente para muestras )FFPE . 10

EXTRACCION DE ACIDO NUCLEICO

Procedimiento y/o instrumentacion

Sl

11-12
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Nombre del kit y detalles de alguna

modificacion > HAs
Fuente de los reactivos adicionales usados N/A N/A
Detalles de tratamiento con RNasa o DNasa Sl 14-15
Evaluacion de contaminacion (ADN o ARN) S 15
Cuantificacion de Acidos nucleicos Sl 15
Instrumento y método S 15
Pureza (A260/A280) NO -
Rendimiento S 23
Integridad de ARN: método/instrumento NO --
RIN/RQI o Cq de transcritos 3"y 5~ N/A N/A
Rastro de Electroforesis N/A N/A
Ensayo de Inhibicién (diluciones Cq, pico, u

N/A N/A

otro)

TRANSCRIPCION REVERSA

Condiciones de la reaccion completa S 15-17
Cantidad de ARN y volumen de la reaccion S 16
Oligonucledétido cebador (si usa GSP) y

B N/A N/A
concentracion
Transcriptasa reversa y concentracion S 16
Temperatura y tiempo S 16-17
Fabricante de los reactivos y nimeros de - 0"
catalogo
Cq’s con y sin transcripcion reversa N/A N/A
Condiciones de almacenamiento del cDNA NO --
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INFORMACION DEL OBJETIVO DE gPCR

Simbolo del gen Sl 36-39
Numero de acceso a la secuencia Sl 38-39
Localizacion del amplicon N/A N/A
Longitud del amplicon N/A N/A
Panel de especificidad in silico (BLAST, y
_ N/A N/A
sucesivamente)
Pseudogenes, retropseudogenes, u otros
) N/A N/A
homadlogos
Secuencia de alineamiento N/A N/A
Analisis de la estructura secundaria del amplicon N/A N/A
Localizacion de cada primer por exén o intrén N/A N/A
Cual variante derivada del "splicing" es la
) Sl 36-39
determinada
OLIGONUCLEOTIDOS DE gPCR
Secuencia de primer N/A N/A
Numero de identificacién de RT PrimerDB N/A N/A
Secuencia de la sonda N/A N/A
Localizacion e identidad de cualquier
- N/A N/A
modificacion
Fabricante de los oligonucle6tidos S 12
Método de purificacion N/A N/A
PROTOCOLO DE gPCR
Condiciones de la reaccion completa S 18-19
Volumen de reaccion y cantidad de cDNA/DNA S 18-19
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Concentracion de Primer, sonda, MG2+, y
E Sl 19
dNTPs
Concentracion e identidad de la polimerasa E S 19
Fabricante e identidad del buffer/kit E S 12, 29
Composicion quimica exacta de los buffer D N/A N/A
Aditivos (SYBR Green I, DMSO, y asi . I TagMan,
sucesivamente) No Aditivos
Fabricante de placas/tubos y nimero de
D S 12
catalogo
Parametros de termociclado completo E S 19
Ajustes de reaccion (manual/robdético) D N/A N/A
Fabricante del instrumento de qPCR E S 19
VALIDACION DE gPCR
Evidencia de optimizacion (de gradientes) D N/A PCR-Array
Especificidad (gel, secuencia, dilucién o
o E N/A N/A
digestion)
Para SYBR Green |, Cq de los NTC E N/A N/A
Curvas de calibracion con pendiente e
_ , E N/A N/A
interseccion Y
Calculo de la eficiencia del PCR de la pendiente E N/A N/A
Cls para la eficiencia del PCR o SE D N/A N/A
r2 de la curva de calibracion E N/A N/A
Rango dindmico lineal E N/A N/A
Variacion de Cq a LOD NA N/A N/A
Intervalo total Cis (Cls throughout range) D N/A N/A
Evidencia para LOD E N/A N/A
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SI multiplex, eficiencia y LOD de cada ensayo E NO N/A

ANALISIS DE DATOS

Programa de analisis de gPCR (Fuente y version) E S 20
Método de determinacion de Cq E S 20
Identificacion de valores atipicos y disposicion E NO --
Resultados para NTCs E NO --
Justificacion del nimero y seleccion de genes

_ E Sl 32-39
referencia
Descripcion del método de normalizacion E S 27
Numero y concordancia de réplicas bioldgicas D S 26-31
Numero y fases (transcripcion reversa o qPCR) . e
de réplicas técnicas
Repetibilidad (variacion intraensayo) E NO --
Reproducibilidad (variacion interensayo, CV) D NO --
Anélisis de energia (Power analysis) D NO --
Método estadistico para la significancia de

E S 27-28

resultados
Software (fuente, version) E S 27
Cq o presentacion de datos crudos con RDML D NO --

E: Informacion esencial.

D: Informacién deseable.

N/A: No aplica para nuestro estudio.
*: Reportado en nuestro estudio.

**: Pagina en este estudio.
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