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1. Introducciéon

El sistema nervioso se encarga de controlar los estimulos internos y
externos a los que se expone el organismo; este control se debe
principalmente a su increible habilidad para comunicarse. Dentro de los
elementos de comunicacion del sistema nervioso se encuentran las

células nerviosas, como son las neuronas y las células gliales [1].

Los atrocitos forman parte de las células gliales del sistema nervioso
central y componen, por lo menos, la mitad del volumen tisular cerebral
[2]. Sin embargo, aun teniendo conocimiento de la proporciéon de células
gliales en comparacion con la cantidad de células nerviosas, solo se les
atribuian funciones pasivas como proveer soporte estructural,

metabdlico y funcional a las neuronas [3].

Ademas de proveer el andamiaje necesario para la distribucion celular,
los atrocitos regulan la homeostasis i6nica y la interaccion neuronal,
ademas de generar varias sefales regulatorias [4]. Los astrocitos
normalmente poseen una estructura compleja altamente ramificada con

pequefios procesos que entran en contacto con la hendidura sinaptica

[5].



Los astrocitomas son un grupo de tumores heterogéneos que surgen a
partir de los astrocitos. Estos contribuyen con cerca del 42.3% de los
tumores cerebrales en edades pediatricas [6]. Cuando la fisiologia
normal de los astrocitos se ve afectada por la presencia de una
neoplasia se observan alteraciones en las funciones motoras Yy
cognitivas del paciente, provocando la muerte en la mayoria de los

casos. De ahi la importancia de su estudio y caracterizacion.



1.1. Clasificacion de los astrocitomas

Se le llama cancer al conjunto de enfermedades de origen multifactorial
en las que se presenta un crecimiento descontrolado de células. La gran
diversidad de neoplasias que se pueden generar, hace necesario
establecer un sistema de clasificacion preciso. Por ejemplo, los
astrocitomas, se clasifican dentro de los tumores del sistema nervioso

central.

1.1.1. Clasificacion de los tumores del sistema nervioso central de la
OMS

La clasificacion internacional de los tumores humanos publicada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) fue creada con el objetivo de
‘establecer una clasificacion por grados de los tumores humanos que sea
aceptada y utilizada de manera internacional’ [7]. Esta clasificacion
marca un estandar que permite definir los criterios diagndésticos e
histolégicos propios de los distintos tipos de tumores. Adicionalmente,
se incluyen datos acerca de la epidemiologia, imagenologia, signos y

sintomas, y factores prondsticos y predictivos.

Esta clasificacion tuvo su inicio en 1956 como una propuesta por parte
de la comision ejecutiva de la OMS y de la Asamblea Mundial de la Salud

en 1957. Sin embargo, no fue hasta 1979 que se publicé la primera



edicion de la ‘tipificacidn histoldgica de los tumores del sistema nervioso’
[8]. Tanto la segunda [9] como la tercera edicion [10] de la clasificacion
fueron complementadas con informacion adicional que fue posible
obtener gracias a nuevos avances aplicados a la patologia diagndstica,
como fue el uso de la inmunohistoquimica y la obtencion de perfiles

genéticos [7].

La ‘Clasificacion de los Tumores del Sistema Nervioso Central de la OMS
2007’ [11] es la ahora vigente cuarta edicion de esta clasificacion. Para
su creacion fue necesaria la participacion de 50 colaboradores junto con
un grupo de 25 patdlogos y genetistas que fueron convocados durante
el afo 2006 en el Centro Aleman de Investigacion en Cancer (German

Cancer Research Center) en Heildelberg.

En el presente trabajo se utilizé la dltima edicién de la clasificacién de
los tumores del sistema nervioso de la OMS [11] (Fig. 1), y sera la
clasificacibn a la que se hara referencia de este punto en adelante,

siempre y cuando no se indique lo contario.



1.1.2. Sistema de grados

Pese a las modificaciones por las que ha pasado la clasificacion de los
tumores del sistema nervioso de la OMS a lo largo de los afios, desde su
primera edicion se ha conservado un sistema de clasificacion por grados.
Mas que un sistema histoldgico estricto este sistema es una ‘escala de
malignidad’ aplicable a una gran variedad de neoplasias (Tabla No. 1)

[8, 9, 12].

Tabla No. 1. Clasificaciéon en grados de las distintas entidades tumorales

[11].

Grado Descripcion

| Bajo potencial proliferativo, buen prondstico por medio de
reseccion quirdrgica

1 Infiltrados, baja actividad proliferativa, la reincidencia es
comun

i Evidencia histolégica de malignidad, alta actividad proliferativa,
pacientes reciben terapia adyuvante con quimioterapia y/o
radioterapia

v Neoplasias citolégicamente malignas, altamente infiltrativas,
mitdéticamente activas, con necrosis, evolucion rapida y de
desarrollo fatal

En cuanto a los astrocitomas, su clasificacion se complica debido a que
muchos de estos se tratan de tumores difusamente infiltrados.
Histéricamente, se han desarrollado distintas agrupaciones de los

astrocitomas de acuerdo a una escala de malignidad. Entre estos se




encuentra el sistema de Ringertz [13], St. Anne-Mayo (o de Dumas-

Duport) [14], y los esquemas previos de la OMS (Tabla No. 2).

Tabla No. 2. Comparacion de los sistemas para la clasificacion de los

astrocitomas (CA= numero de criterios acumulados propios de cada

grado,

Criterios Histoldgicos:

criterios histoldgicos frecuentemente

presentes en cada grado) [13, 14, 11].

St. Anne-Mayo Ringertz OMS 2007
Grado | CA Criterios Grado Criterios Grado | CA Criterios
histolégicos histolégicos Histolbégicos
1 0 | » Ninguno | 1 | » Atipia
citolégica
2 1 | » Atipia 1 » Atipia nuclear 11 2 | » Infiltracion
nuclear moderada » Atipia
» Celularidad citologica
moderada
» Figuras
mitoticas
anormales
3 2 | » Atipia 2 » Mayor ] 3 | » Infiltraciéon
nuclear celularidad » Atipia
» Actividad » Mayor atipia citoloégica
mitotica nuclear » Anaplasia
» Proliferacion » Actividad
endotelial mitotica
4 3- | » Atipia 3 » Presencia de v 4 | » Infiltracion
4 | nuclear necrosis » Atipia
» Actividad geogréfica, citologica
mitdtica » Presencia de » Anaplasia
» Proliferaciéon células » Actividad
endotelial pseudopalisadas mitotica
» Necrosis » Proliferacion
endotelial
» Necrosis




En estos sistemas los grados se distinguen entre ellos debido a la
presencia o acumulacion de criterios histopatoldégicos que presentan los

astrocitomas, estos criterios se encuentran definidos en la Tabla No. 3.

Tabla No. 3. Definicion de criterios histopatolégicos.

Caracteristica Definicion
Atipia nuclear Variacion en el tamafino o forma nuclear
acompafiado de hipercromasia®
Actividad Mitética Mitosis inequivocas, sin importar su numero o
morfologia®
Alta actividad Determinacién mediante indices de marcaje
proliferativa con MIB-13

Proliferacion endotelial | Se trata de un incremento en las células
vasculares endoteliales que contribuye a la
angiogénesis en la formacién tumoral®

Necrosis Se produce cuando las células son expuestas a
un estimulo lo suficientemente fuerte como
para provocar la muerte celular de manera
accidental®

! Coloracién intensa del nacleo debida a abundancia de material genético. Se utiliza
como uno de los criterios principales para determinar malignidad. Su presencia se ha
observado en carcinomas in situ, cancer invasivo y en cancer en estadios avanzados
[101, 102, 103].

2 Solo se considera de manera cualitativa debido a que existe una gran variacién en la
valoracién de la actividad mitética dependiendo del tipo y tiempo de la fijacion ademas
de otros factores técnicos [105, 106]. Se hace referencia a la técnica como tediosa, de
dificil reproducibilidad; asi como dependiente de la diligencia y entrenamiento del
microscopista [107].

3MIB-1 es un anticuerpo que reconoce al antigeno Ki-67, necesario para mantener una
actividad proliferativa. Por esta razon se utiliza como un marcador inmunohistoquimico
para determinar la actividad proliferativa celular y el potencial de crecimiento de una
neoplasia [104]. En el caso de los astrocitomas este se correlaciona ademéas con el
grado de la neoplasia, con la actividad mitdtica, y con la probabilidad de supervivencia
(relacion inversamente proporcional).

4 El incremento de las células vasculares puede promover la formacién de nuevos
vasos sanguineos, o el crecimiento de vasos pre-existentes; esto se distingue por ser
una caracteristica propia de las neoplasias de alto riesgo [109].

° También se caracteriza por generar una respuesta inflamatoria [110].




De manera alternativa, de acuerdo a los criterios histolégicos y
patolégicos que caracterizan a los distintos tipos de astrocitomas, estos
pueden ser clasificados de manera general como astrocitomas de bajo
grado (IgAst) (grado 1-2 de la clasificacion de la OMS 2007 vy
equivalentes), y astrocitomas de alto grado (hgAst) (grado 3-4 de la
clasificacion de la OMS 2007 y grados equivalentes en otras

clasificaciones).

1.1.3. Codigo de morfologia de la Clasificacion Internacional de las

enfermedades para la oncologia

La clasificacion Internacional de las enfermedades para la oncologia
(International Classification of Diseases for Oncology, ICD-0O) establece
una clasificacibn compuesta que incluye: sitio de la neoplasia, criterios
morfoloégicos, comportamiento y diferenciaciéon. Estos componentes
establecen cdédigos, que junto con la caracterizacibn genética,
aseguraran la disponibilidad de la informacion relevante para los
estudios oncoldgicos y epidemiolégicos.

El cbédigo morfolégico se compone por tres secciones; el codigo
histologico, el coédigo de comportamiento, y el grado. ElI cddigo

histolégico consta de 4 digitos los cuales hacen referencia al origen



morfolégico de la neoplasia®. El cédigo de comportamiento indica con un
solo digito el comportamiento patoldégico de la neoplasia, y se coloca
después del codigo histologico siguiendo una diagonal (Tabla No. 4). El
codigo de grado se trata de un solo digito el cual es provisto de manera
independiente para la clasificacion histolégica de las neoplasias de

acuerdo a su grado, diferenciacion o fenotipo.

Tabla No. 4. Cdédigo de comportamiento y ejemplos del cddigo

morfolégico’.

Codigo de comportamiento Codigo morfoldgico
/0 Benigno 8000 no
/1 | Incierto si es benigno o maligno, en el especificados
limite de la malignidad, bajo potencial
maligno, potencial maligno desconocido 8140- Adenomas y
8389 adenocarcinoma
S
/2 Carcinoma in situ, Intraepitelial, no 8720- Melanomas
infiltrativo, no invasivo 8799
8800- Sarcomas
8999
/3 Maligno, sitio primario 9060- Células
/6% | Maligno de sitio metastasico, maligno 9099 germinales
de sitio secundario
9380- Gliomas
9489
/98 Maligno, sin definir si se trata de un 9590- Linfomas
£ sitio primario o metastasico 9729
9800- Leucemias
9949

® ElI cédigo morfolégico fue incorporado a la Nomenclatura Sistematizada de la
Medicina (Systematized Nomenclature of Medicine (SNOMED)).

” Para obtener la lista completa de los cédigos morfolégicos y topograficos revisar la
tercera edicion de la ICD-0O publicada por la OMS [17].

8 Este c6digo no se utiliza en los registros médicos.




Ademas del codigo histologico la ICD-O ha establecido un coédigo
topografico, es decir, del sito de localizacion de la neoplasia (Tabla No.
4). El cédigo de sitio/topografico de la neoplasia se basa en una seccion
del ICD-10° y se ha mantenido asi desde la segunda edicién. En cambio
el coédigo morfolégico ha sufrido varias modificaciones a lo largo del
tiempo [15, 16], hasta su tercera (ICD-0O-3) y actual edicién publicada
en el 2008 [17]. Para algunas entidades tumorales recientemente
caracterizadas, se han propuesto codigos ICD-O provisionales (Fig. No.
1) que se espera sean incluidos en la cuarta ediciobn de esta

clasificacion.

° La Clasificacion Internacional de las Enfermedades (International Classification of
Diseases ICD) puede ser descargada en su mas reciente version: la ICD-10
directamente de los servidores de la OMS, u obtener acceso electronico desde su
aplicacion en linea [108].

10



Tumores del
tejido
neuroepithelial

Tumores
astrociticos

Astrocitoma |
Pilocitico (9421/1)

A >y
~

Astrocitoma
Subependimal de
células Gigantes

(9384/1)

' N

Xantoastrocitoma
Pleomérfico
(9424/3)

-
-

~
J

Astrocitoma

Astrocitoma
Pilomixoide
(9425/3)*

Astrocitoma
Fibrilar (9420/3)

v

Diffuso (9400/3)

Astrocitoma
Gemistocitico
(9411/3)

L A
Astrocitoma
Anaplasico
(9401/3)

L v

Glioblastoma
(9440/3)

Gliomatosis
cerebri (9381/3)

vy

Astrocitoma
Protoplasmatico
(9410/3)

Glioblastoma de
Células Gigantes
(9441/3)

~

Gliosarcoma
(9442/3)

Figura 1. Distintos tipos de tumores astrociticos, de acuerdo a la

clasificacion de los tumores del sistema nervioso central de la OMS

2007, con sus respectivos codigos ICD-0-3 (*Cdodigo ICD-0 provisional).
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1. 2. Tumores astrociticos

Los tumores astrociticos se presentan en diversas variantes:
1. 2. 1. Astrocitoma pilocitico

Neoplasia relativamente circunscrita de grado | de acuerdo a la OMS,
caracterizada por crecimiento lento. Comprenden del 5-6% de todos los
gliomas. Se desarrolla principalmente en nifios y adultos jovenes (dos
primeras décadas de vida). Entre los signos y sintomas caracteristicos
se encuentran la macrocefalia, convulsiones, endocrinopatia e

incremento de la presion craneal.

Histolbgicamente se caracteriza por un patron bifasico de células
multipolares con presencia de fibras de Rosenthal’® y quistes hialinos.
Células inmunopositivas para la proteina acida fibrilar glial (GFAP)*!. La
recesion tumoral es comun por lo que se consideran como neoplasias de

buen prondstico [18].

10 Las fibras de Rosenthal son inclusiones intracelulares de los astrocitos fibrilares,
estas se relacionan con la sobre-expresion de GFAP en algunas patologias como los los
astrictomas pilociticos y la enfermedad de Alexander [111, 112].

1 La presencia de GFAP es caracteristica de los astrocitos fibrilares [41]. La
disminucién de los niveles de GFAP se relacionan con un aumento de la malignidad de
la neoplasia, estos disminuyen con la des-diferenciacidon, mitosis y células anormales
[40].

12
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Figura 2. Preparaciones de astrocitoma pilocitico mostrando (A) células
tumorales bipolares largas, (B) una fibra de Rosenthal. (C, D) patrén
bifasico caracteristico, compuesto de: una regién compacta reactiva a
GFAP, y areas hipocelulares con microquistes sin expresion de GFAP

(tomado de [18]).

1. 2. 2. Astrocitoma pilomixoide

Astrocitoma de grado Il de acuerdo a la OMS, relacionada intimamente
con el astrocitoma pilocitico, se caracteriza por una disposicion
angiocéntrica de las células tumorales. Su apariciobn no es comun, y
principalmente se presenta durante los primeros meses de vida. Los
signos y sintomas se relacionan directamente con el sitio de localizacion

del crecimiento tumoral; entre los sitios mas comunes se encuentra la

13



region hipotalamica, talamo, cerebelo, I6bulo temporal y espina
vertebral. Histolégicamente se caracteriza por la presencia de una
matriz mucosa, células bipolares que se alinean a lo largo del eje de los
vasos sanguineos Yy tipicamente por la ausencia de las fibras de
Rosenthal. Presenta reactividad fuerte y difusa por GFAP. Esta neoplasia
se considera mas agresiva que el astrocitoma pilocitico debido a su

tendencia a la infiltracion [19].

Figura 3. Astrocitoma pilomixoide, (A) arreglo angiocéntrico

caracteristico. (B) reactividad por GFAP fuerte y difusa (modificado de

[19D).
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1. 2. 3. Xantoastrocitoma pleomoérfico

Astrocitoma de grado Il de acuerdo a la OMS que se caracteriza por la
presencia de células Xantomatosas. Representa menos del 1% de los
tumores astrociticos, se desarrolla principalmente en nifios y adultos
jovenes. Entre los signos y sintomas caracteristicos se encuentra un
largo historial de ataques convulsivos. Histoldgicamente esta neoplasia
se caracteriza por 3 elementos; una red de reticulina envolvente, la
presencia de células xantomatosas, y la naturaleza pleomorfica de las
células. En la neoplasia se pueden distinguir elementos con forma de
huso intercalados entre células astrociticas gigantes mono o
multinucleadas con variaciones en el tamafo y forma del nudcleo.

Las células xantomatosas son células de gran tamafio con acumulacion
de inclusiones lipidicas que comunmente ocupan gran parte del interior
celular. Aun con su naturaleza pleomérfica, la neoplasia mantiene la
inmunoreatividad por GFAP. Se le considera como una neoplasia de

relativamente buen pronostico [20].
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Figura 4. (A) Células tumorales con pleomorfismo nuclear y
citoplasmatico, células xantomatosas. (B) expresion de GFAP en células

grandes, pleomodrficas y xantomatosas (modificado de [20]).

1. 2. 4. Astrocitoma difuso

Astrocitoma difusamente infiltrado de grado Il de acuerdo a la OMS que
se caracteriza por un alto grado de diferenciacion celular. Existen tres
variantes histologicas: el astrocitoma fibrilar, el astrocitoma
gemistocitico y el astrocitoma protoplasmatico. Estos representan del
10-15% de los tumores astrociticos, y se presentan principalmente en
adultos joévenes (30-40 afos) con un aumento reciente en su incidencia
en nifios [21, 22]. Los signos y sintomas comunes incluyen ataques

convulsivos, y cambios en la sensacion, vision y dificultades motoras.
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Histolégicamente se caracteriza por la presencia de astrocitos fibrilares o
gemistociticos neoplasicos en una matriz tumoral con una celularidad
mayor que en el tejido normal. La atipia nuclear es comun, y la
actividad mitdtica no es frecuente. Esta neoplasia se considera mas
agresiva que el astrocitoma pilocitico debido a su tendencia a la

infiltracion [23].

1. 2. 5. Astrocitoma fibrilar

se compone de astrocitos neoplasicos fibrilares que se caracterizan por
tener un citoplasma escaso, contenidos en una matriz pobremente
estructurada (comunmente con formacion de microquistes). La
presencia de atipia nuclear (nucleos engrandecidos, con forma de
‘cigarro’ o irregulares e hipercromaticos) Unicamente es un criterio
diagndstico, asi como una celularidad de baja a moderada (actividad
mitética ausente). Puede contener regiones con células gemistociticas
neoplasicas. Presenta una expresion de GFAP constante, sin embargo no
necesariamente por todas las células. Se trata de la variante histolégica

mas comun [24].
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Figura 5. Astrocitoma Fibrilar, (A) extensa formacién de microquistes.

(B) tumor con celularidad moderada formado por astrocitos fibrilares

con un estroma microquistico. (C) citoplasma y procesos mostrando
inmunoreactividad a GFAP. (D) indice de marcaje con MIB-1 bajo

(tomado de [24]).

1. 2. 6. Astrocitoma gemistocitico

Se caracteriza por la presencia de una fraccibn mayor al 20% de
astrocitos gemistociticos neoplasicos del total de células tumorales
(comunmente se trata del 35% de las mismas) [25]. Histologicamente
los gemistocitos son cuerpos eosinofilicos cristalinos con forma angular y

nucleos excéntricos. La expresion de GFAP solo se presenta en los
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perimetros y en los procesos celulares. Esta variante histolégica parece
ser particularmente propensa a progresar hacia un astrocitoma

anaplasico y glioblastoma [26].

Figura 6. Astrocitoma gemistocitico, (A) células con citoplasma extenso
y eosinofilico y con los nudcleos en la periferia. (B) la infiltracion
perivascular de linfocitos es caracteristica. (C) expresion fuerte y
consistente de GFAP (tomado de [26]).

1. 2. 7. Astrocitoma protoplasmaéatico

Astrocitos neoplasicos de cuerpo pequefio con procesos flacidos escasos
y nucleos con forma de circular a oval. La neoplasia se caracteriza por

una celularidad baja y actividad mitética ausente; de igual manera la
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degeneracion mucoide y formacion de micro-quistes son comunes. La

expresion de GFAP es escasa. Esta es la variante menos comun [27].
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Figura 7. Astrocitoma protoplasmatico, se muestra una extensa

degeneracion mucoide (tomado de [19]).

1. 2. 8. Astrocitoma anaplasico

Neoplasia difusamente infiltrativa de grado llIl de acuerdo a la OMS,
caracterizada por la atipia nuclear, incremento en la celularidad y
actividad proliferativa. Se desarrolla principalmente en adultos
(aproximadamente 45 afos) con una preferencia por desarrollarse en
los hemisferios cerebrales. Entre los signos y sintomas caracteristicos se
encuentran los defectos neurologicos, convulsiones y signos de presion
intracraneal junto con el desarrollo previo de un astrocitoma de grado

Il; aunque también pueden formarse de novo. Histolégicamente se
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caracteriza por la hipercelularidad regional o difusa y la actividad
proliferativa (inmunopositivo a Ki67/MIB-1). Los signos de anaplasia
incluyen las variaciones en el numero, tamafno, forma y distribucion de
la cromatina del nucleo. El pronéstico no es favorable debido a la

tendencia a progresar a glioblastoma [28].

Figura 8. Astrocitoma anaplasico, (A) hipercelularidad y células

hipercromaticas con nucleos irregulares en un fondo fibrilar. (B)
Inmunoreactividad a GFAP. (C) Inmunoreactividad al marcador MIB-1,

incluyendo células en mitosis (tomado de [28]).

1. 2. 9. Glioblastoma

Astrocitoma de grado IV de acuerdo a la OMS, caracterizado por un
crecimiento altamente invasivo. Es el tumor cerebral primario mas
frecuente y el astrocitoma con mayor malignidad. Se localiza
principalmente es la materia blanca subcortical de los hemisferios

cerebrales y se manifiesta principalmente en adultos; aunque su
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desarrollo es posible a cualquier edad. Entre los signos y sintomas
caracteristicos se encuentran el dolor de cabeza, nausea y vOmito;

provocados por el incremento de la presion intracraneal.

Cuando un glioblastoma se origina de novo (a partir de una lesién
cortical leve no cancerosa) se le conoce como glioblastoma primario,
cuando este se produce a partir de la progresion de un astrocitoma
previo se conoce como glioblastoma secundario; este Uultimo se
caracteriza por tener un mejor pronostico y presentarse en pacientes

mas jovenes.

Histolégicamente se trata de tumores anaplasticos, pleomoérficos,
compuestos de células gliales pobremente diferenciadas con atipia
nuclear marcada, y actividad mitética elevada; ademas de presentar los
criterios diagndsticos de proliferacion microvascular (los glioblastomas
se encuentran entre los tumores humanos mas vascularizados) y/o
necrosis (siguiendo un patrén caracteristico serpenteante de células
pseudopalisadas). Su composicion celular es variada y puede contener
una mezcla de células gigantes multinucleadas, gemistocitos, astrocitos
fibrilares, células granulares, células lipidizadas, y linfocitos

perivasculares [29].
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Existen algunas variantes histolégicas tales como el glioblastoma de

células gigantes, y el gliosarcoma.

Debido a que su remocién completa es imposible ain con el tratamiento
de radio/quimioterapia la mayoria de los pacientes no sobreviven mas

de un afo [29].

Figura 9. Glioblastoma, (A) Alto grado de anaplasia. (B) indice de

marcaje con MIB-1 elevado. (C) Necrosis serpenteante (modificado de

[29] ).
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1. 2. 10. Gliomatosis cerebri

Glioma difuso generalmente astrocitico Ill de acuerdo a la OMS,
caracterizado por una infiltracion extensa. Se desarrolla principalmente
en adultos (45-50 afos). Entre los signos y sintomas caracteristicos se
encuentran la demencia y letargo, ataques convulsivos, dolor de cabeza,
déficits espinocerebelares, problemas con la vision y sintomas causados
por la presion intracraneal elevada. Histologicamente se caracteriza por
la extensa infiltraciéon que involucra al menos tres l6bulos cerebrales.
Células con inmunoreactividad variable hacia (GFAP). Como en la
mayoria de los astrocitomas el prondstico es mas favorable entre menor

sea la edad del paciente [30].

Figura 10. Gliomatosis cerebri, infiltraciéon de células alargadas (tomado

de [30]).
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1. 3. Micro-RNAs

1. 3. 1. Definicion

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes enddégenos cortos
(19-25 nucledtidos 'nt’) de cadena sencilla) [31]Estos regulan la
expresion de genes codificantes para proteinas por medio de
mecanismos de complementariedad [32]. Ademas se les ha relacionado
como indicadores del desarrollo de diversas patologias [33]. La secciéon
de la secuencia del miRNA que es responsable de su unién al sitio blanco
se conoce como ‘regidn semilla’, en mamiferos esta unidén se lleva a
cabo generalmente con una complementariedad parcial. EI acoplamiento
de esta region de 2 a 8 nt del miRNA con el RNA mensajero (mRNA)

resulta en el silenciamiento traduccional [34].

miRNA*

L Semilla J Tallo

Y
miRNA

Figura 11. Estructura de pre-miRNA/miRNA. Se puede observar la

estructura tallo-asa, en la cual se encuentran las cadenas del miRNA
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(color gris) y miRNA*. La region semilla del miRNA se muestra en color

negro (modificado de [35]).

1. 3. 2. Biogénesis

La mayoria de los genes que transcriben a los miRNAs se localizan en
regiones intergénicas, 0 son transcritos con una orientacion anti-sentido
con respecto a genes cuya expresion se ha relacionado con una funcion
biolégica (genes anotados) [36, 37, 38]. Estas caracteristicas parecen
indicar que los miRNAs se forman a partir de unidades de transcripcion
independientes cuya transcripcion se realiza por medio de la polimerasa

11 (pol 11)*2.

En algunos de los genes de miRNAs se han encontrado secuencias
cortas (—600 pares de bases ‘pb”) que fungen como promotores atipicos
(cajas GC) para la pol 11*® [39]. Sin embargo, esto no aplica en todos los

casos debido a que algunos miRNAs se encuentran contenidos en los

2 nicialmente se pensaba que la polimerasa Il (pol I11) era la candidata mas

probable para la transcripcién de los miRNAs debido a que transcribe la mayoria de las
especies pequefias de RNA como los tRNAs y el U6 snRNA. Sin embargo las
caracteristicas de los transcritos primarios de los miRNAs no son compatibles con la
funcionalidad de la pol 111 [40].

3Ademas de ser responsable de la transcripcion de los genes codificantes ya se tenia
conocimiento de la participacion de la pol Il en la transcripcibn de genes no
codificantes como los snRNAs U1, U2, U4 y U5 [39].
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intrones de ciertos pre-mRNAs*, por lo que comparten los elementos de

regulacion, promotores y el mismo transcrito primario [40].

La biogénesis de los miRNAs generalmente inicia con la transcripcion de
un transcrito primario conocido como pri-miRNA; que se caracteriza por
poseer cap (capuchdén 5’ 7-metilguanosina) y estar poliadenilado [41].
Los transcritos pri-miRNA forman estructuras secundarias del tipo ‘tallo-
asa’ (~80 pb)'°, estas son procesadas por el complejo microprocesador
para producir un nuevo intermediario de —65 pb conocido como pre-

mMiRNA [42] (figura 11).

La RNasa 11l ‘Drosha’*® forma un complejo con una proteina de unién a

RNA de doble cadena llamada '‘DGCR8’ (DiGeorge critical region 8) 6

17

‘Pasha’™’ (Partner of Drosha), a esta asociacion se le conoce como el

complejo microprocesador [43] (figura 12).

4 Estos intrones conocidos como ‘mirtrones’ bajo ciertas circunstancias (contar con la
longitud adecuada) pueden evitar el procesamiento nuclear normal, y ser exportados
directamente (proceso que solo ha sido demostrado en D. melanogaster y C. elegans)
[118].

> Un solo pri-miRNA puede contener hasta 6 pre-miRNAs [114].

% | os miembros de la familia de RNsas Ill son endonucleasas especificas para RNA de
doble cadena que producen cortes en cada lado de la hélice de RNA, estas se
caracterizan por requerir de cationes divalentes (Mg?") y producir cortes asiméticos
(—2 nt). Drosha fue inicialmente relacionada con el procesamiento del RNA ribosomal
(rRNA). Su localizacion subcelular principalmente nuclear posibilita su funcion como
factor de procesamiento de los miRNAs [113].

7 Este nombre cominmente se usa solo en D. melanogaster y C. elegans.
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Encargado de romper asimétricamente, pero de manera precisa, ambas
cadenas de RNA cerca de la base de la estructura tallo-asa; el pre-
mMiRNA resultante se caracteriza por tener un fosfato en el extremo 5’ y
dos nucledtidos extra en el extremo 3’ [42]. Esta asimetria en sus
extremos junto con la adecuada longitud del tallo (=14 nt) fungen como
sefales estructurales de reconocimiento para la interaccibn con la

exportina-5.

Si el reconocimiento es correcto, la exportina-5 protegera y transportara
de manera dependiente de Ran-GTP a los pre-miRNAs desde el nucleo
hacia el citoplasma [44, 45, 46, 47, 48] (figura 12). Una vez en el
citoplasma una segunda endonucleasa, la RNasa I11 ‘Dicer*® procesa al

pre-miRNA en un miRNA de —22 nt de longitud.

Dicer tiene la capacidad de asociarse con proteinas de unién a RNA de
doble cadena tales como la proteina activadora de PKR® (PACT) vy la

proteina de transactivacion en respuesta a la unién a RNA (TRBP)%°,

8 Dicer, como miembro de la familia de RNasas Ill comparte sus propiedades. Fue
reconocida, en un principio, por el papel que juega en relacion a los RNAs pequefios
interferentes (RNAI) [115]. Asi mismo se relaciona con la edicién de los transcritos de
miRNA debido a su interaccion con las proteinas ADARs (adenosin deaminasas) en
complejos ADAR1-Dicer [117].

9 PKR: proteina cinasa dependiente de RNA de doble cadena inducida por interferén 6
proteina cinasa R. Esta participa en la respuesta inmune innata a infecciones virales, y
en otros procesos bioldégicos como son: transduccion de sefales, apoptosis,
proliferacion celular y diferenciacién celular.
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El complejo Dicer-PACT/TRBP reconoce la porcion de doble cadena del
pre-miRNA (tallo) con lo que parece ser una particular afinidad por el
fosfato 5’ y el extremo 3’ con los dos nucledtidos excedentes [49],
entonces, a una distancia de aproximadamente dos vueltas de la hélice
desde la base del tallo realiza un corte a ambas hebras del duplex

(figura 12).

En este corte se pierden los nucledtidos terminales junto con el asa de la
estructura anterior; el miRNA obtenido de este procesamiento es un
RNA de doble cadena con los dos nucledtidos excedentes de ambos

lados, los cuales definen sus extremos ‘maduros’.

Esta doble cadena esta conformada por el miRNA maduro y un
fragmento complementario derivado del brazo opuesto del pre-miRNA; a

este fragmento se le conoce como ‘miRNA*’,

2% La unién con TRBP estimula el procesamiento de los pre-miRNAs incrementando la
afinidad del sustrato (RNA de doble cadena) por Dicer. En cambio el papel de PACT aun
no esta completamente claro; pero se sabe que asociadas con Dicer cada una de estas
proteinas puede provocar que se produzcan distintos miRNAs a partir del mismo
precursor. Por lo que la expresion de los diferentes miRNAs podria verse afectada por
los niveles de expresiéon y localizacién de estas proteinas [116]. Estas proteinas a su
vez se relacionan con la incorporacion del miRNA al complejo RISC.
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Los miRNAs* generalmente se encuentran en menor frecuencia que los
MiRNAs debido a que la estabilidad del miRNA maduro aumenta

considerablemente comparado con el diplex miRNA:miRNA*?! [49].
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Figura 12. Biogénesis de los miRNA (mamiferos). Esta empieza en el
nucleo con la produccion del transcrito primario (pri-miRNA) por la pol Il
y su procesamiento por el complejo microprocesador (Drosa-DGCRS8);

las estructuras tallo-asa obtenidas son exportadas del nucleo al

2! posiblemente debido a la estabilidad que le confiere estar acoplado al complejo
RISC.
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citoplasma por la Exportina-5-Ran-GTP. En el citoplasma Dicer en
complejo con PACT/TRBP procesa al miRNA a su tamafio maduro. La
hebra funcional de miRNA maduro se carga en la proteina Argo2 para
formar el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). RISC
entonces es guiado al mMRNA blanco para llevar a cabo su funcion de

silenciamiento principalmente (tomado de [50]).

Para que el miRNA pueda efectuar su funcion biolégica necesita de un
complejo citoplasmatico conocido como ‘complejo de silenciamiento
inducido por RNA’ (RISC), la funciéon de este es tomar al miRNA maduro
y guiarlo hacia su mRNA blanco. Asi mismo RISC necesita de un
complejo proteico que permita su ensamblaje conocido como el

complejo RISC de carga (RLC) (figura 13.A).

En este complejo se incluyen proteinas como Dicer-TRBP/PACT que
ademdas de proporcionar al miRNA a su secuencia final, TRBP y PACT
tienen la capacidad de reclutar a las proteinas Argonauta (AGO)? [51,

52].

En algunos casos, como un paso previo al procesamiento por Dicer,
cuando la cadena del brazo opuesto del pre-miRNA tiene una

complementariedad muy alta con la cadena principal, la proteina

22 En humanos el pre-miRNA solo se acopla al complejo RLC para su procesamiento
cuando se ha formado previamente el complejo terciario ‘Dicer-TRBP/PACT-AGO’
[119].
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Argonauta 2 (Argo2)®® interviene cortando el brazo 3~ de la cadena
opuesta produciendo ‘ac-pre-miRNA’, lo que posiblemente facilite su

posterior disociacion y degradacion [53] (figura 13.B).
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Figura 13. Formacién del intermediario adicional ‘ac-pre-miRNA’ por
Argo2. (A) formacion del complejo ‘RISC de carga’ (RLC) y acoplamiento
con el pre-miRNA. (B) procesamiento previo por Argo2, para favorecer

la degradacién y separacion del miRNA* (tomado de [50]).

2 La proteina Argo2 es la Unica de las proteinas AGO en humanos que posee actividad
catalitica endonucleasa [56].
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Una vez que el pre-miRNA ha sido procesado en un miRNA por Dicer, el
MiRNA de doble cadena es transferido a la proteina Argo2 por medio de
la chaperona ‘complejo multiproteico HSP90'?*. Entonces el complejo
Dicer-TRBP/PACT se disocia para permitir la disociacion y en algunos
casos degradacion del miRNA*. La actividad catalitica Unica de la
proteina Argo2, le confiere la capacidad de eliminar la cadena pasajera
por si misma, sin embargo, se ha involucrado a la endonucleasa C3PO
en la degradacion de la cadena pasajera con el corte del ac-pre-miRNA.
Asi mismo se ha observado que C3PO tiene la capacidad de

interaccionar con Argo2 y activar al complejo RISC.

El papel de C3PO relacionado con las proteinas AGO no cataliticas es
controversial. Ademéas de la participacion de C3PO, al proceso de
separacion del duplex también se le ha asociado la participacion de

distintas helicasas®® (figura 14).

La union del miRNA maduro con Argo2 ademas de estabilizarlo, permite
que la proteina Argo2 sea guiada al sitio en el mRNA blanco donde el

MIiRNA presenta una complementariedad parcial. Cuando este complejo

24 Este complejo actua hidrolizando ATP para mantener a la proteina Argo en una
conformacion abierta de manera que el duplex de RNA pueda acomodarse [121]
(figura 14).

% Se han asociado distintas helicasas a este proceso, entre las que se encuentran la
RNA helicasa A, p68, p72, RCK/p54, TNRC6B, Germin3/4 y la Mov10 humana [120,
50].
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interacciona con el sitio blanco, se recluta un miembro de la familia de

proteinas GW (repetidos de Glicina-Triptdéfano) (figura 15).

Se ha propuesto que las proteinas GW interaccionan con la ‘proteina C
de unién a poli (A)’ (PABPC) inhibiendo su interacciéon con el ‘complejo
de unién al cap’, evitando asi la circularizacion del mRNA (requisito para
la iniciacion de la traduccion eucarionte) [54], por otro lado, se propone
que la cola de poli A interacciona con PABPC estimulando la asociaciéon
del complejo Argo-GW al mRNA [55]; en ambos casos se reprime la

traduccion (figura 15) [56].

El mecanismo por el cual se define que cadena se asocia con las
proteinas AGO para convertirse en la cadena guia se atribuye
principalmente a la ‘regla de la asimetria’. Esta se refiere a la diferencia
termodindmica existente entre los extremos de los duplex de miRNA; la
hebra que posea los apareamientos menos estables en el extremo 5’

ser& preferencialmente cargada [56].
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Figura 14. Modelo para la incorporacion del miRNA duplex en Argo2. (A)
Dicer se une al pre-miRNA y utiliza sus dos dominios de RNasa para
realizar cortes donde sefialan las flechas negras generando un duplex de
MiRNAs. TRBP/PACT participan identificando el extremo asimétrico para
colocar al pre-miRNA en donde debe ser cortado. El duplex es
transferido a Argo2 gracias a proteina HSP90 (proteina del choque
térmico) que la mantiene en una conformacion abierta. (B) un dimero
de HSP90 se une a Argo2 estando descargada y la mantiene en una
conformacioén abierta. Este proceso es facilitado por la intervencion de
co-chaperonas. Después de que el miRNA* es removido por una helicasa
HSP9O0 hidroliza ATP y Argo2 regresa a tomar una conformacién cerrada
(tomado de [56]).
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Figura 15. Reclutamiento de proteinas argonauta (AGO) a los RNAs
blanco. Los miRNAs funcionan guiando a las proteinas AGO a secuencias
con las que tienen complementariedad parcial con los mensajeros para

coordinar los pasos consecuentes para el silenciamiento (tomado de

[56]).

Aungue la cadena lider se acopla de manera preferencial al complejo
RISC y normalmente la cadena estrella o pasajera (miRNA*) se escarta
y/o0 degrada; en algunos casos el miRNA* es capaz de acoplarse al

complejo [57].
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Por lo tanto existe una mayor proporcion de miRNA con respecto a la
cantidad de miRNA*. Esto se debe principalmente a la proteccidon contra
la degradacion que le confiere al miRNA su incorporacion a las proteinas
AGO. Aun asi, debido a que ambas cadenas tienen potencial regulatorio,
no es sorprendente el hallazgo de algunas especies de miRNA* en las
células a niveles importantes, y formando complejos funcionales [58].
Por lo que se considera que las especies enddgenas de miRNA* también
tienen la capacidad de ejercer un impacto directo en la expresién génica

[57].

1. 3. 3. MicroRNASs circulantes

Los miRNAs pueden ser secretados por las células, mantenerse estables
en circulacion y ser tomados por otras células lejanas. Debido a que los
fluidos corporales son ricos en Ribonucleasas como mecanismo de
defensa, se ha descubierto que distintas especies de RNAs (incluidos los
mMiRNAs) se encuentran en estos fluidos contenidos en vesiculas de

126

lipoproteinas conocidas como ‘exosomas’“®, los cuales mantienen a las

especies de RNA en una forma relativamente estable [59].

2% Los exosomas son vesiculas con tamafios en el rango de los 30-90 nm que contienen
proteinas, lipidos y acidos nucleicos propios del tipo celular; los cuales son
transportados a otras células una vez que han alterado la funcién y fisiologia celular
[61].
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En los exosomas se han encontrado distintas especies de RNA: como
MRNAs y miRNAs [60]. Sin embargo, se ha observado que las especies
de mRNA contenidas son especificas para cada tipo de tejido. No se ha
llegado a la misma conclusion con respecto a los miRNAs; debido a las
dificultades que se han presentado para su estudio, como la falta de
homogeneidad en las técnicas utilizadas para su identificacion, ya que
los miRNAs extracelulares pueden encontrarse en su forma libre
asociada a proteinas y encapsulados en exosomas o en vesiculas de

secrecion [61].

Las distintas especies de RNA (miRNAs y mRNAS) que se encuentran
contenidas en vesiculas son relativamente estables, ya que al
encontrarse aisladas no son susceptibles a la degradacién. Ademas la
facilidad con la que es posible purificar estas especies de RNA a partir de
fluidos biolégicos (plasma, orina, semen, saliva o leche) los posiciona

como posibles biomarcadores clinicos [61].

En distintos laboratorios se han planteado protocolos de investigacion
para identificar secuencias en las vesiculas purificadas de individuos
sanos y pacientes con cancer [61]. Estas técnicas todavia se encuentran
en desarrollo y la validez de sus resultados esta en debate debido a la

gran cantidad de problemas metodolégicos asociados [61]. Entre ellos la
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dificultad para cuantificar las especies de RNA presentes en estos

fluidos.

1. 4. Métodos de estandarizacion

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un reaccion enzimatica
que permite la purificacibn de una secuencia especifica y su

amplificacion in vitro [62].

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR), es una variante de la PCR la cual permite reportar de manera

cuantitativa la cantidad de RNA blanco [63].

Debido a la naturaleza de la técnica existen una gran cantidad de
factores ajenos a las condiciones de estudio que pueden afectar a la
cuantificacion [64]. La importancia de la estandarizacion radica en
disminuir esta influencia de factores externos lo mas posible para que
los resultados sean comparables entre ellos. Ademas, si no se utiliza un
método de estandarizacion adecuado se corre el riesgo de que las
variaciones en los niveles de expresion asociadas a una determinada
condiciéon puedan quedar enmascaradas bajo el efecto del normalizador

(falsos positivos / falsos negativos).
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Existen dos métodos para analizar los datos obtenidos a partir de la
gPCR, la cuantificaciéon relativa y la cuantificacion absoluta. La
cuantificacion absoluta se aplica cuando es necesario saber el numero
de copias de un determinado gen, sin embargo, en la mayoria de los
ensayos esto no es relevante [65]. En cambio, la cuantificacion relativa
utiliza la expresion de un gen la cual se supone como constante y cuya
expresion no se encuentra sujeta a regulacion (normalizador); para
determinar el nivel de expresion de los genes problema. Esta
simplemente indica cuantas veces es mayor o menor la expresion del

gen problema con respecto al normalizador [66] [67].

La cuantificacion relativa tiene por caracteristica que los genes problema
problema y el gen normalizador se encuentran presentes en la muestra
durante toda la metodologia [66]. El normalizador o estandar puede ser
de origen exégeno o endogeno. Esto quiere decir que puede ser una
molécula que se expresa de manera constitutiva en el tejido o fluido que
se esta estudiando, o puede tratarse de una molécula sintética similar a
la molécula problema, pero que no se exprese de manera natural en el
tejido o fluido de estudio (generalmente se utilizan moléculas del mismo

tipo que la secuencia problema pero de especies diferentes, y para el
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caso de los mamiferos estas preferentemente provienen de especies

inferiores).

A pesar de que introducir un RNA exégeno (spike in) en la muestra y
utilizarlo como estandar es valido, solo se recomienda como ajuste para
las variaciones técnicas ya que pueden provocar problemas con la

cuantificacion [33].

Por otro lado, al utilizar una referencia enddégena se tiene que considerar
que aun los genes mas estables son objeto de regulacién [68] [69]. Por
estas razones se podria concluir que no hay manera de controlar las
perturbaciones relacionadas con el procedimiento de cuantificacion. Y en
el caso del suero, la incertidumbre aumenta debido a la ausencia de un
consenso en cuanto que genes de mRNAs, miRNAs y otras especies de

RNA tendrian que presentar expresion constante [33].

Por lo tanto, antes de que cualquier gen sea elegido como estandar
debe de ser analizado exhaustivamente para determinar su estabilidad
entre las muestras [70]. Para ello se han desarrollado una serie de

técnicas y algoritmos que se describiran a continuacion.
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1. 4. 1. Método 272ACt

El método 2724¢t

permite calcular los cambios relativos en la expresion
de los genes, eliminando la diferencia en los niveles de expresion entre
individuos con respecto a un gen cuya expresion se considera constante

[65].

El método consiste en obtener la diferencia entre el nivel de expresion
(ACt) de los genes problema con respecto al normalizador de los grupos
control y problema por separado. Para posteriormente calcular la
diferencia (AACt) de la expresion de los genes en los pacientes con

respecto al grupo control [65].

Este método considera que los niveles de expresion pueden variar entre
individuos por diversos factores no relacionados a las condiciones que se
estan analizando en el estudio, y por ello, es necesario realzar la
normalizacion primero de los niveles de expresion del gen problema con
respecto a su normalizador por cada individuo (ACt)(sin importar si es
control o paciente), y posteriormente la normalizacion de los pacientes
con respecto a los casos control (AACt) [65]. Es decir, ajustar la
expresion a los valores de los controles, y a los valores de un gen que
se presume se expresa de manera constante. De ahi la importancia de

elegir al gen normalizador mas estable.
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2—ACt:

Siendo, —ACr = Crq— Crep (Ecuacion. 1)

Donde:

e Crt = 'threshold cycle’, nimero de ciclo fraccional en el cual el
blanco amplificado alcanza un umbral determinado.
e (J = Muestra

e cb = Calibrador

Para amplicones menores a 150 pb y para los cuales las concentraciones
de primers y magnesio son optimas, la eficiencia es cercana a uno [65].
Por lo tanto, la cantidad de secuencias blanco normalizadas a una
referencia enddgena y relativa a un calibrador (normalizador), viene

dada por:
2-ACr (Ecuacion. 2)
Que es igual a:

2 —(Ctmuestra— Ctpromedio de los controles) (Ecuacién . 3)

Esta metodologia se aplica a los datos obtenidos para el normalizador y

2 ACt

para el gen problema, una vez que se obtiene la respectiva

entonces se continua con el siguiente analisis.
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2AACt

Siendo, —AACy = —(ACrq — ACrcp) (Ecuacion. 4)
Donde:

e Crt = 'threshold cycle’, numero de ciclo fraccional en el cual el
blanco amplificado alcanza un umbral determinado.
e (J = Muestra

e cb = Calibrador

Al igual, si se encuentra propiamente optimizada la eficiencia se puede
considerar como uno, entonces la cantidad de la referencia relativa a un

calibrador se convierte en:
Cantidad de secuencia blanco: 272A¢r (Ecuacion. 5)
Que es igual a:
2~ (ACtgen problema= ACtgen normalizador) (Ecuacion. 6)

1. 4. 2. Normalizacién por volumen y ACt

Los datos crudos se pueden estandarizar respecto a la cantidad de
material biologico, esto permite descartar la accion inhibitoria que el

tejido ejerce sobre la muestra (presencia de nucleasas) [70].
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Asi mismo, la cuantificacion se puede expresar con respecto a la
cantidad total de RNA extraido. Las especies predominantes como el
RNA ribosomal (rRNA) (que varian con respecto a la cantidad de RNA
total) pueden utilizarse como normalizador. Sin embargo, cuando se
trabaja con suero estas estrategias pierden su validez [70]; debido
principalmente a que las especies de rRNA son necesarias para llevar a
cabo el proceso de traduccion en las células, sin embargo, esta misma

suposicion no aplica a las especies de RNA en suero.

Ademas, como se menciono anteriormente, se desconoce el contenido
exacto de las vesiculas, y si es que hay una especie de RNA

predominante en ellas [61].

Normalizar la cantidad de miRNAs en suero con respecto a la cantidad
inicial de material biolégico, en este caso volumen de suero, ha

demostrado ser relativamente util, aunque controversial [71].

La expresion relativa normalizando con respecto a volumen puede

obtenerse mediante la férmula:
Qrel — E‘(CQmuestraproblema_ Cdpromedio de todas las muestras) — ef PCR (Ecuacién_ 7)

ef PCR = eficiencia de la PCR
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Cq = ciclo de cuantificacion (pudiendo adaptarse a Threshold cycles’ Ct

[71].

Si se encuentra propiamente optimizada la eficiencia, entonces la

cantidad de la referencia relativa a al volumen se convierte en:

Qrel — 2_(Cqmuestra problema— Cdpromedio de todas las muestras) (Ecuacién . 8)

A fin de comparar la validez de la normalizacion por volumen con la
utilizacion de un gen normalizador; Song, J y cols. (2011) también
desarrollaron un método que permite realizar la normalizacion a partir
de la ACt obtenida de los datos de expresion del gen problema y del

normalizador [71]. El cual se representa de la siguiente manera:
Qrel — E—(CQmuestraproblema_ CAnormalizador) (Ecuacién_ 9)

Asi mismo, si se encuentra propiamente optimizada la eficiencia,
entonces la cantidad de la referencia relativa al volumen se convierte

en:

Qrel — 2_(CQmuestra problema— Cq normalizador) (Ecuacién . 10)
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1. 4. 3. NormFinder

Todos los genes muestran algun tipo de variaciéon, ademas en la
mayoria de los ensayos de gPCR la muestra consta de dos o mas
grupos, y basta con tan solo una pequefia variacidon entre estos para
llegar a una interpretacion erronea de los datos. Ademas de la variacion
total, este algoritmo toma en consideracion la variacion que se presenta

entre los subgrupos en la muestra [72].

La evaluaciobn de la estabilidad de un gen candidato presenta el
problema de que no existe una referencia estable para medirlo (el
normalizador deberia proveer la referencia estable para la cuantificacion
de la especie de RNA deseada). Para resolver este problema se utiliza un
enfoque basado en un modelo para la estimacion de la variacion en la
expresion, como lo es la herramienta basada en Excel® NormFinder

[72].

El modelo: Siendo Y la medida logaritmica-transformada®’ de la
expresion génica para el gen i en la j-enésima muestra del grupo g. Se
tienen un total de k genes y G grupos, el nimero de muestras en un

grupo es ng [72].

2" Transformacién logaritmica que se aplica para reducir el sesgo en los datos; permite
la linealizacién de los datos crudos.
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El modelo consiste en expresar Y,

igj COMoO la suma de tres términos.

Yigj = ajg t+ .ng + Eigj (Ecuacion. 11)
Términos:

e a;,= representa el nivel de expresion general para el gen

candidato / dentro del grupo g.

* f4j= Representa la cantidad de la especie de RNA de interés en la
muestra J.

e ¢,;/= Variacion aleatoria causada por factores bioldgicos y

experimentales, con una media de cero y varianza aizg.

Estimacion de la variacion intra-grupal: para estimar esta variacion es
necesario formar los residuales usuales para un modelo aditivo,
elevarlos al cuadrado, y tomar la suma sobre las muestras que
pertenecen al grupo [72]. Al dividir la suma por (n,—1)(1-2/

k), obtenemos el término S, y el estimado de o/, es:

— 2 1 k 2 i
ig = Sig — D v=150g (Ecuacion. 12)

En este caso 4/, es un estimado imparcial de o,.
Estimacion de la variacion inter-grupal: Siendo Z;, el promedio de

Y,4;jS0bre todas las muestras en el grupo g. Si g,es el promedio de S;
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sobre las muestras en el grupo g, la media de Z;; es a;;+ 6,, Yy la
varianza es afq/ng. Con respecto a la variacion inter-grupal, es la

variacion de Z;; — 6

» 9 = 1,..., G la que define la idoneidad del gen /

como gen normalizador [72].

Valor de Estabilidad: habiendo estimado las variaciones intra e inter-
grupal ambos se combinan para obtener el valor de estabilidad, el cual
adiciona ambas fuentes de variacion y representa una medida del error
sistematico que sera introducido cuando se use el gen normalizador
analizado. Siendo «; la media de ajg. Se estima Z;; — 6, — a;, asumiendo
que el promedio de a;, sobre los genes i =1,..k es independiente del
grupo g. Entonces Z;, — 6, — a; es naturalmente estimado por d;; = Z;; —

Zi.— Z4+ Z., donde las barras indican promedio, entonces, el valor de

estabilidad se convierte en [72]:

y2|dig|

2 2
y? O'Lg/ng
y2+ofy/ng

y2 +afy/ng

= + |oZ/ng + (Ecuacion. 13)

pig

Donde y? es la varianza de a;,, este se estima mediante:

_t
(k=1)(G-1)

1 - -z
XS di, — — XS 02/, (Ecuacion. 14)
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La validez de este enfoque aumenta cuando el numero de muestras y
candidatos aumenta. Un grupo deberia de contar con por lo menos 2
muestras por grupo y el niumero de candidatos deberia de ser de por lo
menos tres por razones técnicas (aunque de ser posible se recomienda

aumentar el niumero tanto como sea posible) [72].

1. 4. 4. GeNorm

Se trata de una herramienta creada para utilizarse en Excel® la cual
automaticamente calcula la medida de la estabilidad ‘M’ para todos los

genes control de una serie de muestras [73].

Este algoritmo toma en consideracion que para realizar mediciones mas
cercanas al valor real de los niveles de expresion es necesario utilizar
multiples genes normalizadores en vez de uno solo. El factor de
normalizacion considera los niveles de expresion de los genes
normalizadores mas estables. Este realiza un promedio de los genes
normalizadores ‘6ptimos’ utilizando la ‘media geométrica’ en vez de la
media aritmética, dadas las posibles diferencias en la expresion entre
los distintos genes. El niumero de genes normalizados se determina en
relacion a consideraciones practicas (experimentalmente posible) y la

precision [73].
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Se recomienda utilizar al menos tres genes candidatos para calcular el
‘factor de normalizacion’ (NF), considerando la abundancia de muestras
y de las especies de RNA de interés en ellas. Esta medida determinara si
es necesario utilizar un solo gen candidato o combinaciones entre ellos

[73].
(Vjk €[1,n]lyj+k):

Para toda combinacion de dos genes normalizadores endégenos j y k, un
arreglo Ajk de los m elementos es calculado, este consiste de los radios

de expresion transformados log2 ajj/aix.
Aji = {log; (%),logz (:—;’(), ..,log, (Z—ﬂ)} = {logz (ﬂ)}_ (Ecuacion. 15)

La variacion por parejas Vjx para los genes normalizadores j y k se
define como la desviacion estandar de los elementos Ajk.

Vik = 0 (Ajx) (Ecuacion. 16)

La medida de la estabilidad Mj para el gen normalizador j es la media

aritmética de las variaciones por parejas Vjk [73].

M = Yk=1Vjk

f — (Ecuacion. 17)
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1. 4. 5. BestKeeper

Esta es una herramienta basada en Excel®, la cual tiene la capacidad de
comparar los niveles de expresion de hasta 10 genes normalizadores
junto con 10 genes blanco, cada uno con un maximo de 100 muestras

bioldgicas.

Este define el normalizador ‘6ptimo’ empleando el analisis de correlacion
por pares (pair-wise correlation analysis) y calcula la media
geométrica®® de los candidatos con el mejor comportamiento. Los datos
crudos utilizados como ‘input’ son los ‘Crossing Points’ (CP) o ‘Threshold
cycles’ (Ct). Tiene la limitante de ser invalido para aplicarse entre
grupos de genes altamente expresados (CP—15) y genes pobremente
expresados (CP 30-35), debido a que no pueden ser correlacionados
paramétricamente (diferencia de varianzas invalida el coeficiente de

correlacion de Pearson) [70].

Indice BestKeeper =

Y CPy X CPy X CP3 X ...X CP, (Ecuacion. 18)

28 La media geométrica (MG) se utiliza en datos relativos y se define como la raiz n-
ésima del producto; se calcula por medio de la siguiente férmula:

MG ="/x1 X x2 ... X x, [124].
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El indice BestKeeper especifico para la respectiva muestra es calculado
como la media geométrica de los mejores genes candidatos a
normalizador (Ecuacion. 5); z es el total de genes candidatos incluidos

[70].

1. 4. 6. Delta Ct comparativa

De entre los programas que permiten seleccionar a un normalizador
optimo, algunos tienen la desventaja de que no se pueden usar en datos
obtenidos de muestras con cantidades iniciales pequefias de material
genético [70] [74]. Asi mismo, el uso de cantidades constantes de
material genético sintético para normalizar (Spike in) resulta
contraproducente cuando se trabaja con concentraciones iniciales bajas.
De ahi que Silver, N y cols. (2006) plantearan un método para encontrar
un normalizador Optimo aplicable a muestras con cantidades iniciales
pequefias de material genético (en nuestro caso miRNA); el método de

la delta CT comparativa [74].

Este método consiste en formar pares de genes y comprarlos utilizando
su ACt. Bajo la premisa de que si el valor de ACt entre dos genes
permanece constante cuando es analizado en distintas muestras,

significa que ambos genes estan expresados de manera estable en esas
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muestras. Ahora bien, si el valor de ACt varia, entonces, uno de los

genes se esta expresando de manera variable [74].

Cuando se introducen mas genes candidatos al analisis, las
comparaciones se vuelven mas informativas acerca de cuales pares
presentan una menor variabilidad, de manera que se puede crear un
ranking. Los genes méas variables son eliminados del analisis en base a
sus valores de ACt, hasta que uno de los genes prevalece, siendo este el

normalizador 6ptimo para el set de datos que se esta trabajando [74].

Multiples grupos de investigacion han estudiado la asociacion de ciertos
MiRNAs en fluidos biolégicos (suero y plasma) cuyos niveles de
expresion se encuentran desregulados en una cierta patologia. En la
siguiente tabla (Tabla 5) se recopil6 la informacién concerniente a varios

de estos estudios.
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Tabla 5. Estudios de la normalizacion de miRNAs en suero/plasma para
distintas patologias.

Normalizador Muestra Patologia Grupo de edad (afios) Método Tipo de Candidatos Ref.
normalizador
Cuantificacion Suero Astrocitoma Pacientes Curva Volumen Ninguno [75]
absoluta maligno (grado 44.83(30.42-59.24), estandar
Hny v, 32.8(23.36-42.24),
meningioma, 42.89(31.11-54.67),
oligodendro- 47.49(34.88-60.1),
glioma 47.2(35.8-58.6)
ependimoma Controles Método Gen endégeno RNU6B
-AACt RNU44,
RNU48, miR-
16, Let7
trio®
46.8(35.3-58.3) Spike in miRNAS
exoégenos de
C. elegans 'y
plantas
Cuantificacion Suero Astrocitomas Pacientes Curva Volumen Ninguno [76]
absoluta (grado II, 111y 50.1(37-63.2), estandar [77]
1v) 49.7(35.9-63.5), [78]
52.1(37.8-66.4)
Controles Método Gen endégeno RNU6B
49.2(33-65.4), -AACt

49.1(35.1-63.1)

2 |a normalizacién usando el trio de Let-7-g, Let-7-i y Let-7-d arrojo resultados
similares a los obtenidos mediante la cuantificacion relativa (ver informacion

suplementaria de referencia [75]).
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Normalizador

Muestra Patologia Grupo de edad (afios) Método Tipo de Candidatos Ref.
normalizador
let-7d-5p Suero Diabetes Pacientes Método Gen endégeno | RNU6B, miR- | [79]
autoinmune del 23.5(11.4-35.6), -ACt 16, miR-
tipo I y melanoma 60.1(43.4-76.8) 374a, miR-
maligno 374b, let7d
Controles Spike in Cel-lin-4
27.4 (16.5-38.3),
58.3 (47.7-68.8)
mmu-miR-295 Plasma Glioma (grado II, Pacientes Método Spike in mmu-miR- [80]
iy 1v), 47.9 (25-71), 45.9 -AACt 295
Meningioma, (25-72), 51.3 (27-
Hipofisoma 75), 46.1 (18-60),
49.2 (35-73)
Controles
Sin informacion
let-7d, let-7g, Suero Céancer pulmonar Pacientes Método Gen endégeno B-actin, [81]
let-7i de células no 60.77(51.35-70.19), -AACt, GAPDH, 28S
pequefias, cancer | 63.24(55.92-70.56), GeNorm, rRNA, U6,
de mama, cancer | 60.88(52.28-69.48), Norm- RNU44,
géstrico, cancer 59.29(49.33-69.25) Finder RNU48,
colorrectal, cancer Controles SNORD24,
esofagico, cancer 36.51(13.86-59.16), SNORD38B,
pancreatico, 60.69(52.25-69.13), SNORDA43,
cancer cérvico, 59.19(49.09-69.29), SNORAG66
hepatocarcinoma, 58.63(49.12-68.14) and
enfermedades SNORA74A

inflamatorias,
diabetes tipo Il de

distintas edades
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Normalizador Muestra Patologia Grupo de edad (afios) Método Tipo de Candidatos Ref.
normalizador
miR-16, miR-93 Suero Cancer gastrico Pacientes GeNorm, Gen endégeno | let-7a, miR- | [71]
(estadio I, II, 111 59.5 (35-88) Norm- 16, miR-93,
y IV) Controles Finder, miR-
41 (27-60) Best- 103, miR-
keeper, 192, and
Método miR-451 and
-ACt RNU6B
miRNA-191, Suero Céancer de mama, Pacientes Método Gen endégeno | RNUG6B, cel- | [82]
mMiRNA-484 Cancer de 54.00 (43.7-64.3), -ACt, miR-39, [83]
pulmoén, cancer 52.99(40.09-65.89), Método miRNA-191,
cervical, cancer M3:48, M:49 -AACt miRNA-484,
gastrico, Controles miR-16
carcinoma 51.04 (38.24-63.84),
hepatocelular 49.16(37.38-60.94)
miR-16, miR- Suero Céancer de mama Pacientes Método Gen endégeno miR-16, [84]
484, cel-miR-39 localizado, céncer | <50 (43 %), 250(57 -ACt miR-484, [82]
de mama %) [85]
metastasico con Controles Spike in cel-miR-39

tratamiento y
cancer de mama
metastasico sin

tratamiento

Sin informacién

30 MD: media de la edad.
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Normalizador Muestra Patologia Grupo de edad (afios) Método Tipo de Candidatos Ref.
normalizador
SNORD43 Suero Céancer prostatico, Pacientes Método Gen endégeno RNU1-4, [86]
cancer vesical no 64.5(43-76), -ACt, RNU6B,
musculo invasivo, 65.1(44-80), Norm- SNORDA43,
cancer vesical 67.58(50-80), Finder, SNORDA44,
musculo invasivo, 70.27(52-84) geNorm SNORDA48,
carcinoma de SNORA74A,
células renales de miR-let-7a-
tipo células 1, miR-106a
claras, Controles Spike in cel-miR-39
cistectomia 57.24(49-83)
radical,
nefrectomia,
hiperplasia
prostatica
benigna,
incontinencia
urinaria
cel-miR-39 Suero tumor de las Pacientes Método Spike in cel-miR-39 [87]
células de leydig, 34.5(21-51), -AACt
quiste 37.1(24-51),
epidermoide, 31.9(21-46),
teratoma maduro, 35.9(14-59),
tumor 38.2(23-59),
adenomatoide, 31.1(14-54),
infartacion 32.4(19-64)
testicular, tumor Controles Curva de
de ceélulas 28.7(19 -49), calibracion
fusiformes, tejido 31.9(18-57)

cicatrizante
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Normalizador Muestra Patologia Grupo de edad (afios) Método Tipo de Candidatos Ref.
normalizador
Cuantificacion Plasma Carcinoma Pacientes Curva de Volumen Ninguno [88]
absoluta esoféagico de 49(47%), 56(53%) calibracion
células escamosas Controles
Sin informacion
miR-16 Suero linfoma difuso de Pacientes Método Gen endégeno miR-16, [89]
células B grandes 63(52-74) -ACt RNU6B, S5
de novo Control
M: 57
RNU6B Suero Cancer cervical, Pacientes Método Gen endégeno Ninguno [90]
cancer colorrectal, | 47.86(37.98-57.74) -AACt
cancer de ovario, Controles
cancer de mama, 46.16(36.05-56.27)
cancer gastrico,
cancer del
endometrio
miR-16, cel- Exososom Melanoma Pacientes Método Gen endogeno Ninguno [91]
miR-54 as de avanzado, x:53, x:54 NCT-miR
suero melanoma con Controles Spike in
metastasis, Similares

melanoma libre

de enfermedad
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Normalizador

Muestra

Patologia

Grupo de edad (afios)

Método

Tipo de

normalizador

Candidatos

Ref.

miR-30c-5p,

miR-181a-5p

Suero

Melanoma
primario (estadios

1-111)

Pacientes

61(21-96), 59.5(25-

88)

Controles

Sin informacién

Norm-
Finder,
normaliza-
cion
respecto al
Cp

promedio

Gen endégeno

hsa-miR-
30c, hsa-
miR-27a,
hsa-miR-
181a, hsa-
miR-27b,
hsa-miR-
142-3p, hsa-
miR-92a,
hsa-miR-
660, hsa-
miR-451,
hsa-miR-
320b, hsa-

miR-320a

[92]

En la tabla 5 es posible observar que en algunos de los estudios las

poblaciones son extremadamente heterogéneas, y presentan una gran

variacion en la edad de los pacientes. Lo cual puede afectar la veracidad

de los resultados obtenidos, ya que se ha demostrado que la edad es un

factor determinante de los niveles de expresion de ciertos miRNAs en

suero [93].

De entre todos los genes que son utilizados como referencias endégenas

en los estudios contenidos en la tabla 5, se seleccionaron a los genes
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RNUG6-6P, SNORDG61, y Let7g como candidatos para actuar como el gen
normalizador de los niveles de expresion de miRNA en nuestra poblacion

de estudio.

Estos genes cuentan con un cierto nivel de aceptacion de entre las
referencias endégenas previamente aplicadas en distintos trabajos. Y se
han elegido bajo la consideracion del grupo de edad de la poblacion, el
tipo de patologia y los perfiles de expresion de miRNAs obtenidos

previamente en tejido [94].

En un estudio anterior realizado con muestras de tejido proveniente de
los mismos pacientes se encontraron una serie de mMIiRNAs que
presentan una expresion diferencial significativa en los pacientes con Ast
con respecto a muestras de tejido con gliosis [94]. Por esta razén en el
presente estudio se decidio utilizar uno de estos miRNAs para corroborar
el efecto del normalizador en la cuantificacion relativa de los niveles de

expresion de un gen problema (miR130a).
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2. Hipotesis
El gen que presente un comportamiento mas estable resultarad ser el
mejor normalizador de entre los candidatos para la cuantificacion

relativa de miRNAs en la poblacion de estudio.
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3. Objetivos

3. 1. Objetivo general

Identificar el gen normalizador para el estudio de MIRNAS en

suero de pacientes pediatricos con astrocitomas infantiles.

3. 2. Objetivos particulares

Determinar la expresion de los genes candidatos en las muestras

control y problema mediante gPCR.

e Determinar la referencia que presente la menor variabilidad entre
muestras mediante la técnica de la delta comparativa y la
aplicaciéon de los algoritmos: GeNorm y NormFinder.

e Validar el desempefio del normalizador 6ptimo en relacion a los

otros genes candidatos mediante la cuantificaciéon relativa del

2AACt

miR130a por el método y la normalizacién por volumen.
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4. Metodologia

4. 1. Poblacién de estudio

Poblacion problema: Se colectaron muestras de suero de pacientes en

edad pediatrica (0-16 afos) diagnosticados con Ast, y con otros tumores

del sistema nervioso central (Meduloblastoma y Pineoblastoma).

Poblacién control: se

realizo un pool

de sueros provenientes de

pacientes en edad pediatrica que acudieron a servicios de consulta

externa, como criterio de exclusiéon se consideré el hecho de que no

tuvieran antecedentes de cancer.

Tabla 6. Informacion de las muestras trabajadas.

Clave Grupo Tipo Tumor Cerebral Edad | Tratamiento
1 Astrocitoma sin Astrocitoma 12a No
tratamiento -
2 Astrocitoma 1la No
3 | mmmmmee—— Astrocitoma Difuso 12a Si
4 Astrocitoma con Astrocitoma Difuso -——- Si
5 tratamiento Glioblastoma Multiforme | 4a2m Si
6 Otros tumores del Pineoblastoma 12a Si
7 sistema nervioso Meduloblastoma 1lla Si
central
8 Control Control (Consulta 9a | = -----
externa) 3a
2a
9 Control (Alergias) 13a |  -----
9a

a: anos, m: meses
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4. 2. Obtenciéon del suero

Se tomd una muestra de sangre periférica (3 mL) con un tubo de
coleccion al vacio (vacutainer® BD Becton, Dickinson and Company,
New Jersey) con activadores de la coagulacion, se incub6é por 20
minutos a temperatura ambiente, y se centrifugé a 750 xg por 15 min y

se reservo el suero para su posterior aplicacion. Almacenar a -20° C.

4. 3. Genes candidatos

Se realiz6 una revision bibliografica para encontrar posibles genes que
puedan ser utilizados para normalizar la concentracion de miRNAs en el
suero de los pacientes con Ast pediatricos y los controles; considerando
lo reportado anteriormente por estudios similares. Los genes candidatos

elegidos fueron: RNU6-6P, SNORDG61 y Let-79.

4. 3. 1. Validaciéon

Para verficar el efecto de la seleccion del normalizador sobre los datos
se plante6 normalizar la expresion del miRNA mirl30a con respecto a

todos los genes candidatos.
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4. 4. Preparacion de la muestra

Las muestras de suero fueron descongeladas en hielo, y centrifugadas a
750 xg por 10 minutos. Del sobrenadante se obtuvo el suero que fue
utilizado en las aplicaciones posteriores, y el pellet se descartd. Esta
ultima centrifugacion se realiza a fin de eliminar ciertos resiudos que se
concentran en suero y que en dado caso podrian interferir con la

purificacion del RNA (restos celulares, lipidos, agregados proteicos).

4. 5. Purificacion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizé el Total RNA purification kit (Norgen
Biotek Corp., Ontario Canadd) a partir de 200 uL de suero siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI RNA purificado se almacené a -20° C
hasta su utilizacién. La concentracion se determindé por medio de la
absorbancia UV en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Massachusetts EUA). Debido a las bajas concentraciones de RNA
obtenidas a partir del suero en algunos casos la concentracion obtenida
no fue la necesaria para alcanzar los 200 ng de RNA recomendados para
la reaccion de la transcriptasa reversa, por lo que se utilizé un volumen
fijo de muestra (12 pL) como se ha realizado en estudios similares

anteriormente [95, 96].
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4. 6. Transcripcion reversa

Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit comercial ‘miScript II RT kit’
(Qiagen, Hilden Alemania). Los volumenes utilizados fueron los
siguientes: 4 pL de 5x ‘miScript HiSpec Buffer’, 2 yL de 10x ‘miScript
Nucleics Mix’ y 2 de c ‘miScript reverse transcript Mix’, todos reactivos
de Qiagen. A esto le fue afadido el volumen de RNA purificado necesario
para alcanzar los 200 ng de RNA completando el volumen total a 20 L
con agua libre de nucleasas. En caso de que la concentraciéon obtenida
fuera menor a los 17 ng/uL solo se adicionaron 12 uL del RNA
purificado. La reaccion se llevo a cabo utilizando el protocolo
recomendado (37° C, 60 min; 95° C, 5 min; mantener a 4° C). Los
productos obtenidos fueron almacenados a -20° C hasta el momento de

ser utilizados.

4. 7. Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (gPCR)

La deteccion de los miRNAs maduros de interés se llevo a cabo por
medio del ‘miScript PCR System’ (Qiagen, Hilden Alemania). Se utilizo el
‘miRNA-specific miScript Primer Assay’ para los genes: RNUG6-6P,
SNORD61, Let-7g y mirl30a; y el ‘miScript SYBR Green PCR Kit'. Los
volumenes utilizados fueron los siguientes: 12.5 pyL de 2x ‘QuantiTect

SYBR Green PCR Master Mix’, 2.5 pL de 10x ‘miScript Universal Primer’ y
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2.5 puL de 10x ‘miScript Primer Assay’, todos reactivos de Qiagen. La
reaccion se realizé6 en el termociclador ‘StepOne™ Real-Time PCR
Systems’ de Applied Biosystems (Life Technologies, California EUA). El
programa utilizado consistié de 40 ciclos de 4 etapas (95° C, 15 min;
94° C, 15 segundos; 55° C, 30 segundos; 70° C, 30 segundos). Todos
los ensayos fueron realizados por duplicado. El procesamiento de los
datos crudos se llevo a cabo software ‘StepOne® Software V2.1’. Como
un estandar de calidad se busco que la desviacion estandar entre las dos

réplicas fuera menor a 2 Cts.

4. 8. Andlisis y manejo de datos

Los valores de Ct fueron obtenidos de acuerdo a los valores arrojados
por el software configurado a analizar los datos para obtener la
cuantificacion relativa de los mismos. Las reacciones fallidas, réplicas
con una desviacion estandar mayor al valor de 2 Cts y reacciones con

Cts iguales o0 mayores a 37 ciclos fueron descartadas del analisis.

En primer lugar los datos crudos obtenidos directamente por el software
de la gPCR fueron sometidos a un analisis estadistico simple para
evaluar la variabilidad entre réplicas y entre muestras de un mismo
grupo. Posteriormente tuvieron que ser convertidos a la forma 2 [72],

para obtener el “input data” necesario para el analisis con el algoritmo:
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Normfinder (Department of Molecular Medicine MOMA, Aarhus University
Hospital Dinamarca) [72]. Ademas también se analizaron los datos
mediante el algoritmo GeNorm (Biogazelle, Ghent University Bélgica)
[73], el cual no requiere de un tratamiento previo de los datos; y el

método de la Delta Ct Comparativa [74].

Todos los algoritmos se obtuvieron de la herramienta basada en internet
llamada “RefFinder” [97] de la Universidad de Carolina del Este (East

Carolina University) con la direccion web:

http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference.

Los resultados obtenidos por los algoritmos junto con los resultados
obtenidos mediante el método de la Delta Ct Comparativa fueron
contrastados entre ellos. La mejor referencia fue la que obtuvo los
valores de estabilidad mas bajo (menor variacién entre individuos),

tomando en consideracion las limitaciones propias de cada método.

Ademas se realizo una validacion de la eleccion de normalizador
comparando los resultados obtenidos al normalizar los niveles de
expresion del mirl30a con los genes candidatos. Se utilizaron los
métodos de normalizacion relativa 2-**°T [65] y la normalizacién por

volumen [71]. En la normalizacién por volumen para determinar si los
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valores obtenidos por los grupos eran significativamente diferentes al
control se realizo el test-t de comparacion por parejas (“pairwise
comparisons”) con la correcciéon de Bonferroni para ajustar el p-value; y
el analisis de comparacion de multiples medias de Tukey [71]. Los
diagramas del tipo “Cajas y bigotes” y el andlisis estadistico se llevaron

a cabo utilizado la herramienta “"R” [98].

Las demas graficas y la mayor parte del andlisis estadistico se realizo

con la herramienta Office Excel® de Microsoft®.

Simplifica la parte de “Analisis de datos”, parece analisis. Un diagrama

de flujo que muestre tu metodologia seria de mucha ayuda.
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5. Resultados

5. 1. Purificacion de RNA

Tabla 7. Cuantificaciéon de RNA total a partir de 200 pL de suero
(medicidén y réplica).

Clave RNA total

(ng/pL)
1 6.1 6.26
2 5.62 5.57
3 6.62 6.58
4 6.41 6.08
5 5.37 5.54
6 5.8 6.1
7 4.76 4.85
8 6.26 6.71
9 7.63 7.52

5. 2. Transcripcién reversa

Tabla 8. Cuantificacion de cDNA obtenido a partir del RNA purificado
(medicion y réplica).

Clave Cuantificacion cDNA Promedio
(ng/pL) (ng/pL)
1 482.2 480.75 481.5
3 489.28 493.96 491.62
4 491.58 500.39 495.99
5 500.05 498.6 499.33
6 495.88 504.09 499.99
7 500.94 502.99 501.97
8 502.92 506.26 504.59
9 494.75 496.17 495.46
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5. 3. Reaccidon en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (QPCR)

Tabla 9. Ct de SNORDG61. Valores experimentales obtenidos mediante

gPCR
Cddigo | Ct raw Ct raw Ct Promedio Desv. Est.
1 2 diferencia Ct raw
réplicas
1 35.55 35.17 0.38 35.36 0.26870058
2 35.64 34.9 0.74 35.27 0.52325902
4 36.05 35.2 0.85 35.625 0.60104076
5 35.28 35.52 -0.24 35.4 0.16970563
6 36.27 35.91 0.36 36.09 0.25455844
7 35.94 36.69 -0.75 36.315 0.53033009
8 35.95 35.72 0.23 35.835 0.16263456
9 36.29 35.58 0.71 35.935 0.50204581
Desviacion estandar promedio Ct raw 0.37669379

Raw: Datos crudos obtenidos directamente del software ‘'StepOne®

Software V2.1'. Des. Est= Desviacion estandar entre réplicas.

Tabla 10. Ct de Let7g. Valores experimentales obtenidos mediante
gPCR
Cddigo | Ctraw 1l | Ctraw 2 Ct Promedio Desv. Est.
diferencia Ct raw
réplicas
1 33.2 33.44 -0.24 33.32 0.16970563
2 35.96 36.68 -0.72 36.32 0.50911688
4 34.52 34.51 0.01 34.515 0.00707107
5 34.51 34.62 -0.11 34.565 0.07778175
6 33.52 33.96 -0.44 33.74 0.31112698
7 34.33 34.41 -0.08 34.37 0.05656854
8 33.78 34.55 -0.77 34.165 0.54447222
9 30.23 30.67 -0.44 30.45 0.31112698
Desviacion estandar promedio Ct raw 1.65723401

Raw: Datos crudos obtenidos directamente del software ‘StepOne®

Software V2.1'. Des. Est= Desviacion estandar entre réplicas.
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Tabla 11. Ct de RNU6-6P. Valores experimentales obtenidos mediante
gPCR

Cdodigo | Ctraw 1 | Ct raw 2 | Ct diferencia Promedio Desv. Est.
réplicas Ct raw

1 30.87 30.86 0.01 30.865 0.00707107
2 35.53 33.84 1.69 34.685 1.19501046
4 31.78 31.81 -0.03 31.795 0.0212132
5 33.29 33.01 0.28 33.15 0.1979899
6 34.23 34.99 -0.76 34.61 0.53740115
7 34.21 35.87 -1.66 35.04 1.17379726
8 34.77 34.92 -0.15 34.845 0.10606602
9 33.48 33.73 -0.25 33.605 0.1767767
Desviacién estandar promedio Ct raw 1.54718509

Raw: Datos crudos obtenidos directamente del software ‘'StepOne®
Software V2.1'. Des. Est= Desviacion estandar entre réplicas.

Para comprobar el poder normalizador de los genes candidatos, se
obtuvieron los niveles de expresion del gen mirl30a. De tal forma que la
expresion del gen mirl30a pueda ser referida de acuerdo a los distintos

genes candidatos.

73



Tabla 12. Ct de mirl30a. Valores experimentales obtenidos mediante

gPCR
Caddigo Ctraw | Ctraw | Ct diferencia | Promedio Ct | Desv. Est.
1 2 réplicas raw
1 31.79 30.8 0.99 31.295 0.70003571
2 30.94 | 30.28 0.66 30.61 0.46669048
4 32.91 | 31.91 1 32.41 0.70710678
5 30.15 | 30.35 -0.2 30.25 0.14142136
6 32.51 | 32.25 0.26 32.38 0.18384776
7 33.11 | 32.65 0.46 32.88 0.32526912
8 30.92 | 30.65 0.27 30.785 0.19091883
9 30.66 | 30.95 -0.29 30.805 0.20506097
Desviacion estandar promedio Ct raw 0.98958843

Raw: Datos crudos obtenidos directamente del software ‘StepOne®
Software V2.1'. Des. Est= Desviacion estandar entre réplicas.
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Figura 18. Variabilidad de los datos crudos (Ct) obtenidos para los tres
genes candidatos (las cajas indican los rangos cuartiles (1°, 3°) vy la

mediana con una barra negra, los bigotes indican los rangos min-max

[71D).
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Figura 19. Variabilidad de los datos crudos (Cts) de las muestras por
grupo (SST: SNORDG61 sin tratamiento, SCT: SNORDG61 con tratamiento,
SOTSNC: SNORDG61 otros tumores del sistema nervioso central, SC:
SNORD61 control; MST: Let-7g sin tratamiento, MCT: Let-7g con
tratamiento, MOTSNC: Let-7g otros tumores del sistema nervioso
central, MC: Let-7g control; RST: RNU6-6P con tratamiento, RCT:
RNUG6-6P sin tratamiento, ROTSNC: RNUG6-6P otros tumores del sistema
nervioso central, RC: RNU6-6P Control).
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5. 4. Analisis y manejo de datos

Se determinod

la variabilidad entre

los valores obtenidos de cada

muestra para cada gen candidato. Esta variabilidad fue determinada por

medio de la diferencia de los valores experimentales obtenidos para

cada gen con respecto a su mediana [99].

Tabla 13. Diferencia entre valores promedio de las réplicas y su mediana
para SNORDG1.

Cddigo Promedio Ct Mediana Mediana -
promedio
1 35.36 35.73 0.37
2 35.27 0.46
4 35.625 0.105
5 35.4 0.33
6 36.09 -0.36
7 36.315 -0.585
8 35.835 -0.105
9 35.935 -0.205

Tabla 14. Diferencia entre valores promedio de las réplicas y su

para Let7g.

Q
)

Promedio Ct

Mediana

Mediana - promedio

33.32

36.32

34.515

34.565

33.74

34.37

34.165

olo|~Nloja|lAN[R(S

30.45

34.2675

0.9475

-2.0525

-0.2475

-0.2975

0.5275

-0.1025

0.1025

3.8175
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Tabla 15. Diferencia entre los valores promedio de las réplicas y su
mediana para RNU6-6P.

Cdodigo | Promedio | Mediana | Mediana -
Ct promedio

1 30.865 | 34.1075 3.2425

2 34.685 -0.5775

4 31.795 2.3125

5 33.15 0.9575

6 34.61 -0.5025

7 35.04 -0.9325

8 34.845 -0.7375

9 33.605 0.5025

Debido a que la mediana representa el valor central de los distintos
conjuntos de datos para cada gen, la diferencia de esta con respecto a
los valores obtenidos se puede tomar como una medida de la estabilidad

de un determinado gen; como se muestra en la Figura 18.
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Figura 20. Nivel de variabilidad entre genes candidatos.
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5. 4. 1. NormFinder

Los datos se ordenaron colocando el cdodigo en la primera fila y los
genes candidatos en la primera columna (Tabla 16). El “input-” se
conforma por los promedios de los datos crudos. Estos deben de ser

transformados a la forma: 2 (Tabla 17) [72].

Tabla 16. Disposicion de los datos para su andlisis por medio del
algoritmo NormFinder.

Cdédigo 1 2 4 5
SNORD61 35.36 35.27 35.63 35.40
Let7g 33.32 36.32 34.52 34.57
RNU6-6P 30.87 34.69 31.80 33.15
grupo 1.00 1.00 2.00 2.00
Ast sin tratamiento | Ast con tratamiento
Cddigo 6 7 8 9
SNORDG61 36.09 36.32 35.84 35.94
Let7g 33.74 34.37 34.17 30.45
RNUG6-6P 34.61 35.04 34.85 33.61
grupo 3.00 3.00 4.00 4.00
Otros tumores SNC Control

(SNC: sistema nervioso central).
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Tabla 17. Transformaciéon de los datos (Ct's) a la forma 2°* para
convertirlos en un “input” valido para el algoritmo.
Muestras 1 2 4 5
SNORD61 | 44098178054.98 | 41431241481.54 | 52989960469.31 | 45337946588.66
Let7g 10723077764.26 | 85784622114.08 | 24549932385.45 | 25415683881.34
RNUG6-6P | 1955648576.37 | 27620109728.79 | 3726050289.33 | 9531129190.34
Grupo 1.00 1.00 2.00 2.00
Ast sin tratamiento Ast con tratamiento
Muestras 6 7 8 9
SNORDG61 | 73142961991.60 | 85487829868.16 | 61292861140.46 | 65692062013.27
Let7g 14346701212.92 | 22202452569.92 | 19261486554.07 | 1466774556.94
RNUG-6P | 26220933550.82 | 35325722096.43 | 30859593352.12 | 13065108006.16
Grupo 3.00 3.00 4.00 4.00

Otros tumores de SNC

Control

(SNC: sistema nervioso central).

Al aplicarse el algoritmo
SNORDG61, con un valor de estabilidad de 0.698 (Tabla 18).

alternativa de usar

se observo

que el gen mas estable es:

Con la

la combinaciéon de Let-7g y RNUG6-6P como

normalizadores, ya que en compafia poseen un valor de estabilidad de

0.606.

Tabla 18. Resultados obtenidos por el Algoritmo NormFinder, los genes
mas estables presentan valores de estabilidad mas bajos.

Gen Candidato | Valor de

estabilidad
SNORD61 0.698
RNUG6-6P 0.758
Let7g 0.802
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Figura 21. Comparacion de los valores de estabilidad obtenidos para los
distintos genes candidatos.

5.4. 2. GeNorm

El algoritmo GeNorm se especializa en encontrar genes normalizadores
que cuando se utilizan en conjunto mejoran su estabilidad [73]. En este
caso, la combinaciobn de SNORD61 y RNU6-6P, fue la adecuada para

fungir como normalizador ideal (Tabla 18).

Tabla 19. Valores de estabilidad de los genes candidatos, los genes con
valores de estabilidad mas bajos son mas estables.

Gen Valor de estabilidad
SNORDG61 | RNU6-6P | 1.381
Let7g 1.747
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Figura 22. Comparacion de los valores de estabilidad obtenidos para la
combinacion de SNORD61/RNU6-6P y Let7g.

5. 4. 3. Analisis delta comparativa (ACt)

El analisis de la delta comparativa se especializa en determinar la
estabilidad de genes candidatos que se encuentran en bajos niveles de

expresion [74].
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Tabla 20. Pareja SNORD®61 vs Let7g

(Desv Est: Desviacion estandar).

SNORDG61 | Let7g | |Delta Ct] | Desv. Est.
35.36 33.32 2.04
35.27 36.32 1.05
35.625 | 34.515 1.11
35.4 34.565 0.835
36.09 33.74 2.35
36.315 34.37 1.945
35.835 |34.165 1.67
35.935 30.45 5.485
Promedio ACt 1.798 1.833
Tabla 21. Pareja SNORD61 vs RNU6-6P
SNORDG61 | RNU6-6P | |Delta Ct| | Desv. Est.
35.36 30.865 4.495
35.27 34.685 0.585
35.625 31.795 3.83
35.4 33.15 2.25
36.09 34.61 1.48
36.315 35.04 1.275
35.835 34.845 0.99
35.935 33.605 2.33
Promedio ACt 2.154 1.382

(Desv Est: Desviacion estandar).
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Tabla 22. Pareja RNU6-6P vs Let7g

(Desv Est: Desviacion estandar).

RNUG6-6P | Let7g | |Delta Ct] | Desv. Est.
30.865 | 33.32 2.455
34.685 | 36.32 1.635
31.795 | 34.515 2.72
33.15 | 34.565 1.415
34.61 33.74 0.87
35.04 34.37 0.67
34.845 | 34.165 0.68
33.605 | 30.45 3.155
Promedio ACt 0.356 2.025
Tabla 23. Pareja RNU6-6P vs SNORD61
RNUG6-6P | SNORDG61 | |Delta Ct] | Desv. Est.
30.865 35.36 4.495
34.685 35.27 0.585
31.795 35.625 3.83
33.15 35.4 2.25
34.61 36.09 1.48
35.04 36.315 1.275
34.845 35.835 0.99
33.605 35.935 2.33
Promedio ACt 2.154 1.382

(Desv Est: Desviacion estandar).
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Tabla 24. Pareja Let7g vs SNORD61

(Desv Est: Desviacion estandar).

Tabla 25. Pareja Let7g vs RNU6-6P

Let7g | SNORDG61 | |Delta Ct| | Desv. Est.
33.32 35.36 2.04

36.32 35.27 1.05
34.515| 35.625 1.11
34.565 35.4 0.835

33.74 36.09 2.35

34.37 36.315 1.945
34.165| 35.835 1.67

30.45 35.935 5.485

Promedio ACt 1.798 1.833

Let7g | RNUG6G-6P | |Delta Ct| | Desv. Est.
33.32 | 30.865 2.455

36.32 | 34.685 1.635

34.515| 31.795 2.72

34.565| 33.15 1.415

33.74 34.61 0.87

34.37 35.04 0.67

34.165 | 34.845 0.68

30.45 | 33.605 3.155

Promedio ACt 0.356 2.025

(Desv Est: Desviacion estandar).
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ACt

Tabla 26. Analisis de variabilidad de los candidatos

Gen Delta Ct promedio | Desv. Est. | Desv. Est. promedio
SNORD61 2.154 1.382 1.6075
1.798 1.833
Let7g 0.356 2.025 1.929
1.798 1.833
RNUG6-6P 2.154 1.382 1.7035
0.356 2.025
(Desv Est: Desviacion estandar).
SNORDG61 vs Let7¢ SNORDG61 vs RNU6-6F Let7g vs Let7g vs RNU6-6P RNUG6-6P vs SNORD6. RNUG6-6P vs Let7g

Figura 23. Variabilidad entre las parejas de genes (datos crudos).
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5. 4. 4. Validacion

5. 4. 4. 1. Normalizacion 224¢t

Aplicando la Ecuacion 3 y posteriormente a la Ecuacion 6, a los datos
obtenidos para los genes candidatos y el mirl30a, se obtuvieron los
siguientes resultados:

Tabla 27. Promedio de los valores crudos pertenecientes a los controles
por cada gen candidato y el gen a normalizar (mirl30a).

Controles promedio

8 9 controles
SNORD61 | 35.84 35.94 35.885
Let/7g* 34.17 30.45 32.3075
RNU6-6P 34.85 33.61 34.225
mirl30a 30.79 30.81 30.80

Tabla 28. Tratamiento de resultados obtenidos para el gen a normalizar:
mirl30a.

Cddigo | Ctraw | ACt

1 31.295| 0.5

2 30.61 | -0.185
4 32.41 | 1.615
) 30.25 | -0.545
6 32.38 | 1.585
7 32.88 | 2.085
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Tabla 29. Tratamiento de resultados obtenidos para el gen candidato
SNORDG61.

Cédigo | Ct raw | ACt | -AACt 2~ (a4ct)
1 35.36 | -0.53 | -1.025 | 2.03495938
2 35.27 | -0.62 | -0.43| 1.34723358
4 35.63 | -0.26 | -1.875 | 3.66801617
5 35.40 | -0.49 0.06 | -1.04246576
6 36.09 | 0.20 -1.38 | 2.60268371
V4 36.32 | 0.43 |-1.655| 3.14923191

Tabla 30. Tratamiento de resultados obtenidos para el gen candidato
Let-79.

Cédigo | Ct raw | ACt | -AACt 7
1 33.32 |1.01| 0.5125|-0.70100663
2 36.32 |4.01| 4.1975 | -0.05450378
4 34.52 |1 2.21 | 0.5925 | -0.66319269
5 34.57 |2.26 | 2.8025|-0.14333869
6 33.74 11.43 | -0.1525| 1.11149388
7 34.37 | 2.06 | -0.0225 | 1.01571806

Tabla 31. Tratamiento de resultados obtenidos para el gen candidato
RNU6-6P.

Cédigo | Ct raw | ACt | -AACt =)
1 30.87 | -3.36| -3.86| 0.06886907
2 34.69 | 0.46 | 0.645 | -0.63949279
4 31.80 | -2.43 | -4.045| 0.06058061
5 33.15 | -1.08 | -0.53 | 0.69255473
6 34.61 | 0.39 -1.2 | 0.43527528
7 35.04 | 0.82 -1.27 | 0.41465977
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Figura 24. Diferencia en la normalizacion de mirl30a (1-2: Ast sin
tratamiento, 4-5: Ast con tratamiento, 6-7: otros tumores del sistema
nervioso central).
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5. 4. 4. 2. Normalizaciéon por volumen y ACt

Aplicando la Ecuacién 10 a los datos experimentales se obtuvieron los

siguientes valores de ACt [71]:

Tabla 32. Andlisis ACt para mirl30a siendo normalizado con SNORDG61.

CODIGO | SNORD61 | mirl30a| -ACt At
1 35.17 31.295 -
4.065 |0.06026546
2 34.9 30.61 -
4.66 |0.04086288
4 35.2 32.41 -
3.215 |0.11240007
5 35.52 30.25 -
5.15 | 0.02826156
6 35.91 32.38 -
3.71 |0.07701055
7 36.69 32.88 -
3.435 | 0.09560287
8 35.72 30.785 -
5.05 |0.03028146
9 35.58 30.805 -
5.13 |0.02942616
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Tabla 33. Analisis ACt para mirl30a siendo normalizado con Let-7g.

CODIGO | Let-7g |mirl30a| -ACt 27Act
1 33.44 31.295 | 2.025 | -0.2465556
2 -
36.68 30.61 5.71 |0.01970161
4 -
34.51 32.41 2.105 |0.23245263
5 34.62 30.25 | 4.315 | -0.0502772
6 -
33.96 32.38 1.36 | 0.39412073
7 34.41 32.88 1.49 |-0.3561494
8 -
34.55 30.785 3.38 | 0.09949532
9 30.67 30.805 | -0.355 | 0.79097804

Tabla 34. Andalisis ACt para mirl30a siendo normalizado con RNUG6-6P.

CODIGO | RNU6- |mirl30a| -ACt 27ACt
6P
1 30.86 | 31.295 | -0.43 | 0.74226624
2 33.84 30.61 4.075 | -0.06980559
4 31.81 32.41 | -0.615 | 0.65296519
5 33.01 30.25 2.9 -0.13460298
6 34.99 32.38 2.23 | -0.22059577
7 35.87 32.88 2.16 | -0.26181884
8 34.92 | 30.785 4.06 | -0.06003504
9 33.73 | 30.805 2.8 -0.14412659

Para realizar la normalizacion por volumen se aplic6 la Ecuacion 8 a los

datos experimentales obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 35. Promedio de todos los valores crudos para mirl34a.

Gen Promedio de todas
las muestras
mirl30a 31.43

Tabla 36. Tratamiento de resultados para la normalizacion del mirl30a.

Cédigo | mir130a Ct -ACt 27Act
promedio
1 31.295 0.13 | -0.91264456
2 30.61 0.82 | -0.56767023
4 32.41 3143 | -0.98 | 1.97674257
5 30.25 1.18 | -0.44230854
6 32.38 -0.95 | 1.93606179
7 32.88 -1.45 | 2.73800485
8 30.785 0.64 | -0.64087949
9 30.805 0.62 | -0.64982583

92



Tabla 37.
normalizacion por SNORD61 (p-value)

Analisis por

parejas

(prueba-t) para

C CT OTSNC
CT 0.55 - -
OTSNC | 0.15 | 1.00 -
ST 1.00] 1.00 0.79

resultados

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).

Tabla 38. Analisis por parejas resultados de

normalizacion por Let-7g (p-value)

(prueba-t) para

C CT OTSNC
CT 0.170 - -
OTSNC | 0.019 | 1.00 -
ST 0.184 | 1.00 1.00

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).

Tabla 39. Andalisis por parejas resultados de

normalizacion por RNU6-6P (p-value)

(prueba-t) para

C CT OTSNC
CT 0.91 - -
OTSNC | 1.00 | 0.33 -
ST 0.53 | 1.00 0.18

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).
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Tabla 40. Analisis por parejas (prueba-t) para resultados de
normalizacion por volumen (p-value)

C CT OTSNC
CT 0.405 - -

OTSNC | 0.045 | 1.00 -
ST 1.00 | 1.00 0.402

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).

Tabla 41. Analisis de multiples comparaciones de la media de Tukey
para resultados de normalizacion por SNORD61 (p-value)

p-value
CTvsC 0.3055089
OTSNC vs
C 0.1005042
ST vs C 0.7854517

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).

Tabla 42. Andlisis de multiples comparaciones de la media de Tukey
para resultados de normalizacion por Let-7g (p-value)

p-value
CTvsC 0.1119705
OTSNC vs
C 0.0142521
STvsC 0.1199547

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).
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Tabla 43. Analisis de multiples comparaciones de la media de Tukey
para resultados de normalizacion por RNU6-6P (p-value)

p-value
CTvsC 0.4502291
OTSNC vs
C 0.9332499
ST vs C 0.2952668

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).

Tabla 44. Andlisis de multiples comparaciones de la media de Tukey
para resultados de normalizacion por volumen (p-value)

p-value
CTvsC 0.2376782
OTSNC vs
@ 0.0332282
STvsC 0.6442698

(C: control, ST: sin tratamiento, CT: con tratamiento, OTSNC: otros
tumores del sistema nervioso central).
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6. Discusion

La diferencia entre réplicas representa la variacion intra-ensayo; como
se puede observar en las Tablas 9-11 esta variacion es baja para
SNORDG61, y aceptable para Let-7g y RNU6-6P [100]. Esto se ve
reflejado en que SNORDG61 presenta una variacion menor en sus valores

crudos promedio.

En la Figura 18 Se puede observar que las medianas de los grupos de
datos pertenecientes a RNU6-6P y Let-7g son muy similares, ademas de
que sus datos siguen una distribucion parecida. En cambio, el grupo de
datos de SNORDG61 se presenta en una cantidad mas escaza en las
muestras, ya que sus valores de Ct son mas elevados. Sin embargo,
como se observa en la Figura 19 los datos pertenecientes a SNORD61
poseen una distribucion mas uniforme comparadas con las altas

variaciones presentes en Let-7g y RNU6-6P.

Para profundizar en este andlisis, se determiné el valor de la mediana
correspondiente a cada gen. En la Figura 20 se muestra la diferencia de
los valores crudos y la mediana como representacion de la variacion de
los niveles de expresion, suponiendo que estos deberian de ser lo mas
constantes o parecidos entre ellos (cercanos a la mediana) [99]. Asi

mismo, se puede observar que Let-7g y RNU6-6P presentan variaciones
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similares y apreciablemente mayores que la presentada por SNORD61

(obteniendo resultados similares a los observados en la Figural9).

Para identificar al gen que tiene la mejor posibilidad de fungir como
control enddgeno fue necesario realizar un analisis estadistico complejo
con la ayuda de algoritmos matemaéticos especialmente disefiados para

este fin.

El algoritmo BestKeeper (Gene-Quantification, Alemania) [70] tuvo que
ser descartado de la metodologia debido a que como se menciona en la
introduccion pierde su validez al trabajar con niveles de expresion bajos
(Cts mayores a 30-35), y los valores de expresion de los genes

candidatos se encontraron dentro de ese rango.

El algoritmo NormFinder indic6 que SNORDG61 es el gen mas estable
entre los candidatos propuestos, con un valor de estabilidad de 0.698
(Tabla 18). Esto indica que SNORDG61 es el gen que menos variable
entre los cuatro grupos de estudio y entre los genes candidatos, de

acuerdo al planteamiento enfocado a grupos de NormFinder [72].

De igual forma, el algoritmo indicé que la combinacién de Let-7g y
RNUG6-6P podria ser una buena alternativa como normalizador, ya que

en conjutno, estos presentarian un valor de estabilidad de 0.606 (es
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necesario considerar que en este caso en particular, el algoritmo no esta
especialmente disefiado para realizar el andlisis de cual es la pareja de
normalizadores mas estable) [72]. En la Figura 21 se puede observar el
orden de estabilidad de los genes segun este algoritmo, los cuales
serian, en orden del mas estable al menos estable: SNORD61, RNU6-6P

y Let-7g.

El algoritmo GeNorm estd especialmente disefiado para identificar
parejas de genes que al ser utilizados en paralelo tiene la posibilidad de
actuar como un normalizador mas robusto y estable [73]. Para los
genes candidatos de este estudio el menor valor de estabilidad fue

obtenido por la combinacién de SNORD61 y RNU6-6P (Tabla 18).

La Figura 22 indica que la pareja que forman SNORD61/RNU6-6P es un
normalizador mas estable que Let-7g por si solo. En este caso, se debe
considerar la limitacion del algoritmo al contar con solo tres opciones
para formar parejas [73], sin embargo, tanto este algoritmo como

NormFinder indican que SNORDG61 es el gen mas estable.

El andlisis de la delta comparativa fue disefiado especialmente para
trabajarse en muestras en donde los genes de interés presentan bajos
niveles de expresion [74]; debido a que las muestras trabajadas

demostraron ser de este tipo (Cts 30-36, Figura 19), este analisis fue de
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gran importancia para corroborar los resultados obtenidos por los

algoritmos.

Ya que este analisis se fundamenta en la variabilidad que se presenta
por parejas, se formaron las distintas combinaciones posibles entre
genes candidatos para ser analizadas (Tabla 20-25). Tal que, en la Tabla
26 se observan los valores de ACt obtenidos por las parejas de genes,

asi como la desviacidén estandar que presentaron los mismos.

Dado que este analisis no se basa en los valores de la ACt si no en que
tanta variabilidad presentan estos datos [74], el indicador de Ila
estabilidad de los genes es el promedio de sus desviaciones estandar.
Acorde a los resultados anteriores, SNORD61 presentd el menor valor de
desviacion estandar promedio (1.6075, Tabla 26 o Figura 23), indicando

que es el mas estable de los candidatos.

Aungue los métodos para analizar la estabilidad de un normalizador han
seflalado a SNORD61 como el gen mas estable, se llevaron a cabo dos
métodos de normalizacion para poner a prueba el impacto del gen

normalizador en la cuantificacion relativa.

El método de normalizacion 2%t permite visualizar la medida relativa

de la expresion de un gen [65]. En la Figura 24 se puede observar que

100



como era de esperarse los valores varian de acuerdo al gen que se
utilice para su normalizacion. Aunque casi ninguno de estos valores
pudo superar una vez la propia expresion presentada por el mirl30a. Lo
cual indica que no hay una expresion diferencial entre el gen problema y

los normalizadores.

En los grupos de pacientes con astrocitoma (con tratamiento y sin
tratamiento), los valores de expresién relativa presentados por todos los
genes candidatos son erraticos, hasta con SNORD61 (el que fue
determinado como el candidato mas estable). La falta de homogeneidad
de la expresion por grupos implica que no hay una expresion diferencial
la cual pueda asociarse al prondstico del paciente, reduciendo el posible

valor diagnéstico de mirl30a.

Sin embargo, esto puede estar relacionado con el bajo numero de
muestras por grupo. Por otro lado, el grupo de pacientes con otros
tumores del sistema nervioso central presentaron niveles de expresion
relativamente constantes (siguiendo la misma tendencia) con todos los
candidatos. Posiblemente, la tendencia de los resultados podria mejorar
aumentando el numero de muestras. De manera exploratoria este
ensayo parece indicar que el gen mirl30a no estd expresado

diferencialmente de una manera importante con respecto a los
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controles, independientemente del gen con el cual se realice la

normalizacion.

La normalizacion por volumen requiri6 de un analisis adicional,
utilizando el analisis de normalizacion ACt descrito por Song, J y cols.
(2011) en ambos se resta a los valores crudos de expresion el valor de
expresion de un gen normalizador o el promedio de la expresion de
todas las muestras (volumen) [71]. La normalizacion por volumen toma
en consideracion que todos los miRNAs fueron obtenidos de la misma
cantidad de suero, por lo que en teoria deberian poder ser normalizados

de acuerdo al promedio de los niveles de expresion del mismo gen [71].

Por lo tanto se realizo el tratamiento de los datos normalizando con
respecto a los genes candidatos y con respecto al promedio de la
expresion del mirl30a. El andlisis por parejas (prueba-t) y el analisis de
multiples comparaciones de las medias de Tukey (Tablas 37-44)
muestran resultados similares y acordando que en la mayoria de los
casos no habia una diferencia significativa con respecto al control, como

2 -AACt

se observé en el andlisis , solo la muestras 6 y 7 u “otros

|II

tumores del sistema nervioso central” fueron significativamente distintas

al control al normalizar con el gen Let-7g.
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La normalizacion por volumen obtuvo los mismos resultados que la
normalizacion utilizando a Let-7g. Aunque el andlisis inicial demostro
que Let-7g es inestable comparado con SNORD61 (por lo que los
resultados obtenidos al utilizar ete gen como normalizador tienen un
mayor grado de error); el hecho de que haya compartido el mismo
resultado que la normalizacién en volumen pone en evidencia la falta de
robustez de dicho método. Ya en otros analisis se han demostrado las
desventajas de utilizar este método [71], y este andlisis, aunque

exploratorio, no fue la excepcion.
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7. Conclusiones

Mediante la metodologia utilizada fue posible purificar y cuantificar las
especies de MIRNA seleccionadas de manera especifica. Obteniendo
datos utiles que permitieron realizar un andlisis de la estabilidad de los
genes candidatos a normalizador, y el efecto del mismo en la

cuantificaciéon de un miRNA de interés.

SNORD61 se puede considerar como el normalizador Optimo para el
grupo de datos de este estudio, metodologia experimental y tratamiento

en especifico.

De acuerdo al analisis con los algoritmos GeNorm, NormFinder y el
meétodo delta Ct comparativa, SNORD61 presenta una mayor estabilidad

con respecto a los otros genes candidatos (Let7g y RNU6-6P).

SNORDG61 presentd los valores de estabilidad méas bajos mediante su
andlisis con los algoritmos NormFinder, GeNorm y el método de la delta
Ct comparativa. Debido a que los valores de estabilidad son
inversamente proporcionales a la estabilidad del gen se puede concluir
que su estabilidad es mayor en comparacibn con los otros genes

candidatos.
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Asi mismo en la evaluacion de los genes candidatos en la normalizacion
del mirl30a, se determind que no existe una diferencia significativa de
su expresion con respecto al control. Aun asi hay que considerar que
este como trabajo exploratorio tiene sus limitaciones y el
comportamiento de los genes podria modificarse al aumentar el niumero
de muestras; aunque segun los resultados obtenidos esto parece ser

poco probable.

Genes con una estabilidad baja pueden dar valores que no reflejan el
estado del sistema, de ahi la importancia del andlisis de estabilidad para
determinar al gen con respecto al cual se determinara la expresion

relativa.

Como trabajo exploratorio puede considerarse que este analisis cumplio
su funcién analizando la estabilidad de los genes candidatos mas
probables a fungir como normalizadores, demostrando las diferencias
que se pueden presentar si no se hace una eleccion cuidadosa de este

gen.
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8. Perspectivas

Debido a que la estabilidad de los genes es un parametro relativo,
puede modificarse si se amplia la selecciobn de genes candidatos.
Ampliar el numero de muestras por grupo y de genes candidatos
permitira corroborar si es que el gen SNORD61 es el adecuado para la

poblacién de estudio, al proveer una mayor robustez estadistica.

Una vez que se haya determinado al normalizador 6ptimo sera posible
validar en suero la expresion de los genes que Ruiz-Esparza, y cols.
(2013) encontraron que poseian expresion diferencial en pacientes con
Ast con respecto al control de tejido con gliosis. Si los genes
mantuvieran el mismo patron de expresion entre pacientes y controles ,
estos podrian ser utilizados como biomarcadores no invasivos para la

deteccion temprana de Ast.
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