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1. RESUMEN

El cancer gastrico (CaG) es un problema de salud publica a nivel mundial, en el afio 2020 se
estimaron mas de 1,000,000 de casos nuevos y mas de 700,000 muertes a causa de esta
enfermedad, lo que lo convierte en el quinto cdncer diagnosticado con mayor incidencia y la cuarta
causa principal de muerte por cancer en todo el mundo en ambos sexos. La mayoria de los casos
gue son diagnosticados como CagG, se detectan en estadios avanzados de la enfermedad, donde las
tasas de supervivencia a 5 aiflos son <20%, principalmente debido al desarrollo de metastasis. Varios
estudios han demostrado una correlacion importante entre la expresion de CD54 (ICAM-1) y la
progresion a metastasis en adenocarcinoma de pulmén, cdncer de mama, melanoma y carcinoma
oral de células escamosas, ademas de cdncer gastrico, entre otros. Nuestro grupo de trabajo
caracterizé la presencia de células troncales de CaG con un fenotipo ampliado
(CD44*CD24*EpCAM*CD54*: GCSC) en tumores de pacientes con esta neoplasia, a diferencia de
poblaciones celulares con el fenotipo CD44"CD24"EpCAM*CD54 obtenidas de tejidos gastricos de
individuos sin CaG, sugiriendo que estas subpoblaciones celulares CD54" pueden tener un papel
importante en la fisiopatologia de la enfermedad al favorecer el crecimiento tumoral, la metastasis
y resistencia a los tratamientos. Por lo que resulta importante conocer los mecanismos que regulan
la expresion de CD54 y su relacién con las variables clinico patoldgicas en CaG. Tomando en cuenta
que la regulacion de CD54 a nivel pre/postranscripcional puede ser llevada a cabo por
diferentes miRNAs, y que los patrones de expresidn de estas moléculas en los biofluidos se asocian
con las condiciones fisiopatoldgicas, el presente estudio tuvo como objetivo identificar si la
presencia de miRNAs dirigidos a CD54 en el plasma de pacientes con CaG se relacionaban con
variables clinico-patoldgicas en estos pacientes. A través de algoritmos de prediccidn, utilizando las
bases de datos GeneCards® y miRBase se identificé a los miRNAs: hsa-miR-335-5p, hsa-miR-3186-
3p, hsa-miR-3975 y hsa-miR-1256 con los valores de prediccién mas altos para unirse al mRNA de
CD54. La presencia de los 4 miRNAs seleccionados y de hsa-miR-16-5p, utilizado como control de
referencia, se determiné mediante RT-qPCR en el plasma de 30 pacientes con CaG y 30 donadores
sin CaG. Sdlo el hsa-miR-335-5p amplificd en 26 muestras plasmaticas de pacientes con CaG y 30 de
donadores sin CaG. De manera interesante se encontrd que la expresioén relativa de hsa-miR-335-
5p/hsa-miR-16-5p fue significativamente mayor en muestras plasmaticas de pacientes con CaG que
en donadores sin CaG (p= 0.047), y presentd una correlacidn positiva baja y significativa con las

variables clinico patoldgicas ordinales relacionadas con el grado de diferenciacion (r= 0.274; p=
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0.042) y el tamafio tumoral (r= 0.295; p= 0.028); y una correlacidn positiva baja con tendencia a ser
significativa con relacidn a la clasificacion TNM (r= 0.245; p= 0.069) y con el porcentaje de células
troncales CD44*CD24"EpCAM*CD54" obtenidas de los tejidos tumorales de los pacientes con CaG
estudiados (r= 0.252; p= 0.064). Al analizar los datos de expresidon de hsa-miR-335-5p en el plasma
de pacientes con CaG y donadores sin CaG a través de la curva ROC, se obtuvo una AUC de 0.608
para otorgar un valor diagndstico para discriminar entre pacientes con CaG y donadores sin CaG.
Estos resultados nos permiten concluir que la presencia de hsa-miR-335-5p en el plasma de
pacientes con CaG puede estar asociada con las variables clinico patoldgicas relacionadas con la
progresion de la enfermedad. No obstante, de acuerdo al valor de AUC obtenido (60.8%) se
considera que el hsa-miR-335-5p es un biomarcador de bajo valor diagndstico para discriminar entre
pacientes con CaG y donadores sin CaG. Asimismo, resulta de gran interés conocer si hsa-miR-335-
5p regula la expresién de CD54 en las células (CD44*CD24*EpCAM*CD54*: GCSC) para favorecer su

capacidad migratoria y metastasica.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Cancer Gastrico (CaG)
El cancer gastrico (CaG) es un problema de salud publica a nivel mundial, en el afio 2020 se
estimaron mas de 1,000,000 de casos nuevos y mas de 700,000 muertes a causa de esta
enfermedad, lo que lo convierte al CaG en el quinto cancer diagnosticado con mayor incidenciay la
cuarta causa principal de muerte por cancer en todo el mundo en ambos sexos, siendo la incidencia
de CaG dos veces mayor en hombres que en mujeres, y la mayoria de los casos ocurren después de
los 60 afos (GLOBOCAN, 2020). La incidencia de CaG varia ampliamente entre diferentes regiones
geograficas, observandose la incidencia mas alta en el Este de Asia, algunos paises de Europa del
Este y América del Sur, y la mas baja en América del Norte y Africa. A nivel mundial, mas del 70% de
CaG se produce en los paises en desarrollo (Petryszyn et al., 2020). En México, en 2020 se reportd
gue el CaG ocupa el sexto lugar de incidencia con 8,804 nuevos casos y el quinto lugar como causa

de muerte con 6,735 casos (GLOBOCAN, 2020).

El desarrollo del CaG, como la mayoria de los tipos de cdncer, es un proceso complejo y
multifactorial, que implica un nimero de factores etioldgicos y multiples alteraciones genéticas y
epigenéticas. Entre los factores predisponentes estdn: la edad, alto consumo de sal, tabaquismo,
dietas bajas en frutas y verduras, y en un pequefio porcentaje de pacientes, un componente
genético familiar (Piazuelo & Correa, 2013). La infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) también
es un factor de riesgo critico, que contribuye a aproximadamente al 75% de todos los casos de CaG
a nivel mundial (Mentis et al., 2019). H. pylori es una bacteria gram negativa en forma de espiral y
es la infeccién bacteriana crénica mas comun en humanos. La gran mayoria de los pacientes son
asintomaticos, aunque alrededor del 10 % desarrolla enfermedad de Ulcera péptica, del 1 % al 3 %
desarrolla adenocarcinoma gastrico y el 0.1 % desarrolla linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT, por sus siglas en inglés). En 1994, H. pylori fue reconocido como carcinégeno de
clase | por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) en base a la creciente evidencia que establece el papel
de H. pylorien la carcinogénesis gastrica. Esta bacteria se considera una causa necesaria pero
insuficiente para el desarrollo del CaG, debido a que sélo una minoria de los individuos infectados

con H. pylori desarrollan cancer (Kim & Wang, 2021).
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El mecanismo molecular por el cual H. pyloriinduce CaG no se comprende por completo, pero es
probable que sea una combinacién de factores de virulencia, predisposicion genética del huésped,
y factores ambientales (como el consumo elevado de sal, tabaco y carne procesada) (Correa, 2013).
Adicionalmente, existe una gran variedad genética entre las cepas de H. pylori, con un potencial
patdgeno y cancerigeno variable, y un mismo individuo puede estar infectado simultdneamente con
multiples cepas. Entre los mecanismos patogénicos de las enfermedades asociadas a H. pylori, se
han reportado varios factores de virulencia especificos de cepa. Dentro de estos factores de
virulencia, el antigeno A asociado a la citotoxina (CagA) y la citotoxina vacuolizante (VacA), son los
mejor definidos y se asocian con un mayor riesgo de patologia gastrica (Censini et al., 1996; Blaser

etal., 1995).

CagA es una proteina de 120 a 140 kDa, producto del gen bacteriano cagA, la cual se asocia con
lesiones celulares y enfermedades gastrointestinales mads graves. Este gen es parte de una regién
de DNA llamada isla de patogenicidad cag (cagPAl), que no esta presente en todas las cepas de H.
pylori y se considera un marcador de virulencia. Las cepas virulentas de H. pylori que codifican la
region cagPAl, expresan un sistema de secrecidon que permite la inyeccion de factores de virulencia
como CagA en las células epiteliales gastricas. La proteina CagA puede interactuar con proteinas
intracelulares y activar vias de sefializacién a través de mecanismos independientes o dependientes
de la fosforilacion de tirosina. Esta proteina tiene multiples efectos sobre las células epiteliales
gastricas, incluido el aumento de la proliferacién celular, la disminucién de |la apoptosis celular y la
alteracion de la polaridad celular, que promueven el desarrollo de tumores (Wroblewski & Peek,
2013; Chen et al., 2016). VacA es otro factor de virulencia importante que promueve la formacion
de vacuolas acidas en el citoplasma de las células epiteliales gastricas. También induce poros en las
membranas mitocondriales y la apoptosis de las células, alterando las uniones estrechas entre ellas
para provocar el colapso celular. Ademas, VacA actia como un inmunosupresor que inhibe la
proliferacion de células T y altera la respuesta inmunitaria del huésped, lo que permite la
colonizacidn persistente del estdmago por H. pylori. Aunque todas las cepas de H. pylori poseen el
gen vacA, las variaciones genéticas determinan la actividad funcional de VacA y el riesgo de

enfermedad gastrica (Cover et al., 2005).

El CaG, tanto en estadios tempranos o avanzados, se caracterizan por una amplia diversidad

morfoldgica que da como resultado un nimero todavia creciente de sistemas de clasificacion. Una
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de las clasificaciones mas utilizada es la de Laurén, en donde mas del 95% de los casos de cancer de
estdmago son adenocarcinomas, y estos se subdividen en 2 tipos histoldgicos principales: intestinal
y difuso (Laurén, 1965). El adenocarcinoma intestinal, es el tipo histoldgico que predomina en areas
de alta incidencia de CaG, no obstante, dicha incidencia ha disminuido en las ultimas décadas. Se
denomina CaG tipo intestinal debido a que el epitelio adquiere la capacidad de formar glandulas o
tubulos revestidos por epitelio que se asemejan a la mucosa del intestino, y se observa cohesion
entre las células tumorales. Mientras que, las células del carcinoma difuso carecen de cohesién e
invaden tejidos de formaindependiente o en pequefios grupos, por lo que se considera mas agresivo
qgue el tipo intestinal (Correa, 2013). La infeccion por H. pylori se asocia con ambos subtipos
histoldgicos de CaG, aunque se asocia con mayor frecuencia, y se caracteriza mejor, en el desarrollo

del adenocarcinoma intestinal (Hansson et al., 1995).

El desarrollo escalonado del adenocarcinoma géstrico de tipo intestinal, también conocido como la
“cascada de Correa”, ha sido bien descrito (Fig. 1). La inflamacién crénica conduce a la transicién de
la mucosa normal a la gastritis cronica, que puede convertirse en gastritis atrdfica, metaplasia
intestinal, displasia y finalmente cancer (Correa, 1992). H. pylori es el desencadenante mejor
estudiado que puede conducir a la gastritis crénica en esta via. Aunque las colonias bacterianas de
H. pylori permanecen principalmente en la luz gdstrica, la interaccién con el epitelio provoca una
reaccion inflamatoria que promueve la migracién de células inflamatorias a la mucosa. Esta
respuesta inmune no es efectiva para eliminar la bacteria y puede durar afios o décadas, causando
gastritis crénica, a menos que se erradique la infeccidn (Piazuelo & Correa, 2013). Esta inflamacion
cronica conduce a la destruccion de las células parietales y principales del estémago, lo que produce
aclorhidria y gastritis atrofica. La pérdida de células parietales y principales, que normalmente
secretan sefales que modulan el crecimiento y la diferenciacidon de los progenitores gastricos,
conduce a la proliferacién y acumulacion de células progenitoras gastricas indiferenciadas, asi como
a la metaplasia intestinal. La metaplasia intestinal es una lesién premaligna que alberga
progenitores indiferenciados que pueden dar lugar a displasia y carcinoma (Correa, 1988; Fox &

Wang, 2007).
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Fig. 1. Etapas de desarrollo del adenocarcinoma intestinal gastrico denominadas “Cascada de Correa”. Tomado y
modificado de Kim & Wang, 2021.

En la ultima década se han propuesto varios sistemas de clasificacion molecular del CaG, a menudo
intentando relacionar las caracteristicas moleculares con los fenotipos histoldgicos y las
caracteristicas clinicas (Tan et al., 2011; Lei et al., 2013). Aunque las caracteristicas moleculares
basadas en alteraciones genéticas especificas o subtipos moleculares mas amplios podrian guiar el
desarrollo de tratamientos futuros, la clasificacién de Laurén basada en los tipos histolégicos
(intestinal y difuso), sigue siendo la clasificacion mas utilizada para establecer los subgrupos en
ensayos clinicos. De hecho, esta clasificaciéon se usa comUnmente como una herramienta de
diagnéstico para el CaG debido a su relativa simplicidad y establecimiento a largo plazo dentro de
la comunidad médica. Los resultados generales de la enfermedad han sido bien estudiados y
generalmente difieren segun el subtipo de enfermedad. No obstante, se requiere de biomarcadores

altamente especificos que mejoren el diagndstico de esta enfermedad (Sexton et al., 2020).

2.2. Métodos diagndsticos en CaG
Los sintomas mas comunes asociados con el CaG son indigestién (dispepsia), anorexia (falta de
apetito) o saciedad temprana, pérdida de peso y dolor abdominal. Puede ocurrir disfagia o
regurgitacién en tumores gdastricos proximales o canceres ubicados en la unién gastroesofagica. La
anemia puede estar presente en los tumores sangrantes. Si los sintomas estdn presentes en el
momento del diagndstico, la enfermedad suele ser avanzada e incurable (Smyth et al., 2020). De
hecho, la mayoria de los pacientes diagnosticados con CaG se encuentran en estadios avanzados,
donde las estrategias de tratamiento de quimioterapia convencional resultan ser poco efectivas, por

lo que en la mayoria de los pacientes la tasa de supervivencia promedio a 5 afios es menor al 20%
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debido frecuentemente al desarrollo de resistencia a los tratamientos de quimioterapia (Xu et al.,

2015).

El CaG se diagnostica mediante examen endoscépico durante el cual se determina la localizaciéon del
tumor dentro del estdmago, su tipo macroscépico, y se toman biopsias para confirmacién
histoldgica (Fig. 2). La estadificacion clinica determina si el enfoque del tratamiento sera curativo o
paliativo. Todos los pacientes deben clasificarse . etapas de acuerdo con la uUltima edicion de la
Unidn para el Control Internacional del Cancer (UICC, por sus siglas en inglés) y el Comité Conjunto
Estadounidense sobre el Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés) (Smyth et al., 2016; Amin et al.,
2017). El sistema de estadificacion del AJCC también se llama sistema de estadificacion TNM [es
decir, tumor (T), nddulos linfaticos (N) y metastasis (M)]. Cada una de estas tres categorias tiene
numeros que van del 0 al 4 y definen la gravedad y la propagacién de cada categoria. La categoria T
varia de 0 a 4 y describe qué tan lejos se ha diseminado el tumor primario a través de las cinco capas
del estdmago. La clasificacion T significa que el tumor esta in situ o en su posicidn original. La
categoria N varia de 0 a 3 y describe los nddulos linfaticos regionales a los que se ha diseminado el
cancer. La categoria M varia de 0 a 1 y describe las partes distantes del cuerpo que el cancer ha
invadido. También hay una clasificaciéon “X” para cada categoria, lo que significa que no se puede

evaluar por falta de informacion (Lyons et al., 2018).

Endoscopia superior

Endoscopio

Fig. 2. Endoscopia superior. Un endoscopio (tubo delgado con iluminacién) se inserta por la boca para identificar areas
anormales en el esofago, el estdmago y la primera parte del intestino delgado. Por lo general, se realiza una biopsia del
estémago durante la endoscopia para observarse bajo un microscopio y verificar si hay signos de cancer. Tomado de Web
site of the National Cancer Institute (https://www.cancer.gov).

17



Las innovaciones recientes en las técnicas utilizadas durante la endoscopia gastrointestinal han
permitido una notable mejora en la capacidad para detectar lesiones neopldsicas tempranas. La
cromoendoscopia con rociado de tinte indigo previamente desempeiié un papel importante en la
identificacion de lesiones tempranas. La endoscopia de aumento con imagenes de banda estrecha
(NBI, por sus siglas en inglés) ha experimentado mejoras tecnoldgicas, permitiendo la observacion
de la arquitectura microvascular de la mucosa y el patrén de microsuperficie de la lesion, y es util
para evaluar el drea de la lesion y la profundidad de la invasidon tumoral (Ezoe et al., 2011; Nagahama
et al., 2011). La ecografia endoscopica es mas beneficiosa para identificar tumores raros en etapa
temprana (T1; AJCC), que puede beneficiarse de la reseccion endoscopica o la cirugia inicial. Sin
embargo, la mayoria de los tumores son T2 a T4 y existen limitaciones conocidas en la capacidad de
la ecografia endoscépica y las imagenes para identificar con precisidn las metastasis ganglionares

(lkoma et al., 2017).

Los resultados de los pacientes con CaG avanzado dependen en gran medida de si se realiza o no
una reseccion curativa. Las metastasis en el higado y los nédulos linfaticos pueden estar asociadas
con la reseccién no curativa y se han diagnosticado con mayor precision debido a los avances
recientes en las tecnologias de diagndstico por imagenes, como la tomografia computarizada (CT,
por sus siglas en inglés) y la resonancia magnética por imagenes (MRI, por sus siglas en inglés)
(Takahashi et al., 2013). La tomografia por emisidon de positrones (PET, por sus siglas en inglés) es
util para detectar metastasis ocultas en CT, pero es menos sensible en cancer de tipo difuso (Smyth
et al., 2012). La diseminacién peritoneal, que ha sido dificil de identificar mediante técnicas de
diagndstico por imagenes convencionales, es la manifestacién no curativa mas frecuente en
pacientes con CaG. De manera que, la laparoscopia de estadificacién (SL, por sus siglas en inglés),
permite proporcionar un diagndstico preciso de diseminacion peritoneal e invasidn extraserosa, y
la capacidad para realizar lavado peritoneal para un estudio citoldgico. En pacientes con CaG
avanzado para quienes las imdgenes no arrojan un diagndstico, la citologia de lavado peritoneal
obtenida antes del tratamiento puede ser muy importante para la planificacion del tratamiento

(Burke et al., 1997; Lowy et al., 1996).

Por lo anteriormente descrito, desafortunadamente, el diagndstico del CaG se basa solo en
procedimientos invasivos como la endoscopia digestiva y la histologia. No obstante, son necesarios
otros criterios para definir mejor la poblacidon de pacientes con gastritis atréfica o metaplasia
intestinal mas susceptibles de beneficiarse de la vigilancia sistematica. Por lo tanto, existe una gran
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necesidad de pruebas menos invasivas o no invasivas, pero también de biomarcadores altamente
especificos en el caso del CaG. En este sentido, una “biopsia liquida”, que es una muestra de
cualquier liquido corporal que puede contener material genético de un tumor, como la sangre
periférica, orina o saliva, lavado de estdmago/jugo gastrico; representa una fuente de potenciales
biomarcadores especificos, proporcionando datos importantes para la deteccién y el diagndstico
del CaG (Petryszyn et al., 2020; Necula et al., 2019). Entre las opciones de biopsia liquida, las
muestras de sangre de pacientes con cancer son las mas estudiadas debido a que contienen células
tumorales circulantes (CTCs, del inglés Circulating Tumor Cells), proteinas, acidos nucleicos libre de

células y vesiculas derivadas de células, como los exosomas (Fig. 3) (Siravegna et al., 2017).

Muestreo minimamente

invasivo: Biomarcadores diagndstico

Identificacion de CaG en etapa temprana

Sangre periférica I
= N
Lavado de oLl miRNAs, \\
estomago/ | [ IncRNAs, \',
Jugo géstrico — — |l circRNA, CTCs, /.j
W\ cfDNA, etc. /
AN
Orina
“Biopsia
Saliva liquida”

Fig. 3. Posibles biomarcadores diagndstico no invasivos para el CaG en etapa temprana. Las alteraciones genéticas y
epigenéticas, los microRNA, los RNA largos no codificantes, el RNA circular, las células tumorales circulantes y el DNA
tumoral, obtenidas de biopsias liquidas, representan candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos métodos no
invasivos en el diagndstico precoz del cancer gastrico. CaG: Cancer gastrico; miRNA: MicroRNA; IncRNA: RNA largos no
codificantes; circRNA: RNA circular; CTC: Células tumorales circulantes; cfDNAs: DNA circulante libre de células. Tomado y
modificado de Necula et al., 2019.

Actualmente, los biomarcadores tumorales mas utilizados en la clinica para la deteccién precoz del
CaG son el antigeno carcinoembrionario (CEA, por sus siglas en inglés), los antigenos con
carbohidratos (CA, por sus siglas en inglés): CA19-9, CA72-4, CA125, CA24-2, CA50, asi como el
pepsindgeno y la a-fetoproteina (AFP). Sin embargo, la especificidad y la sensibilidad de estos
biomarcadores séricos son bajas y, hasta el momento, ninguno de ellos es Unico para el diagndstico
del CaG (Tsai et al., 2016; Tong et al., 2016). Por lo tanto, el desarrollo de un método de deteccidn

mejorado para diagnosticar el CaG en etapas tempranas es crucial, especialmente sabiendo que Ia
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mayoria de los pacientes son asintomdticos hasta que la enfermedad progresa a etapas avanzadas
(Necula et al., 2019). En este contexto, los RNA pequefios no codificantes, como los microRNA se
estan investigando actualmente en el CaG como nuevos biomarcadores, debido a que se pueden
encontrar en una gran variedad de biofluidos, son extremadamente estables fuera de las células,
son relativamente faciles de adquirir y, acorde con su actividad regulatoria, su expresion alterada

puede reflejar una condicidn fisiopatoldgica de utilidad diagndstica y prondstica (Sohel, 2020).

2.3. Biogénesis y caracteristicas de los microRNA (miRNAs)
Los microRNA (miRNA) son RNA monocatenarios no codificantes de ~19-24 nucledtidos (nt) de
longitud que se generan a partir de transcritos endégenos en forma de horquilla. Los miRNA
funcionan como moléculas guia en la regulacién génica postranscripcional mediante un
apareamiento de bases con los mRNA diana, lo que conduce a la escisiéon del mRNA o a la represion
de la traduccion. Al silenciar varios mRNA objetivo, los miRNA tienen funciones clave en diversas
vias reguladoras, incluido el control del desarrollo, la diferenciacién de células hematopoyéticas, la
apoptosis, la proliferacién celular y el desarrollo de érganos (Kim, 2005). Con mas de 200 miembros
por especie en eucariotas superiores, los miRNA son una de las familias de genes mas grandes y

representan aproximadamente el 1 % del genoma (Bartel, 2004).

Los genes de miRNA pueden variar ampliamente en su ubicacién en el genoma. En algunos casos,
los genes de miRNA contienen sus propios promotores y potenciadores independientes. En
humanos y ratones, alrededor del 40 % de los miRNA estan ubicados dentro de los intrones de
unidades de transcripcidn codificantes o no codificantes de proteinas, y el 10 % estdn dentro de los
exones (Rodriguez et al., 2004). También, aproximadamente el 50% de los genes de miRNA se
encuentran en grupos que inicialmente se transcriben a partir de una unidad de transcripciéon
policistronica que posteriormente se escinde en multiples miRNA. En la mayoria de los casos, los

miRNA policistrénicos comparten el mismo patréon de expresién (Zhao & Srivastava, 2007).

La transcripcion de la mayoria de los genes de miRNA esta mediada por la RNA polimerasa Il (Pol Il)
(Fig. 4A), aunque existe la posibilidad de que un pequeiio nimero de genes de miRNA puedan ser
transcritos por otras RNA polimerasas. Por lo tanto, la transcripcién dependiente de Pol Il permite
que los genes de miRNA se regulen de manera elaborada en condiciones y tipos de células
especificos (Kim et al., 2009). En humanos, candnicamente la Pol Il genera transcritos primarios de
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miRNA (pri-miRNA) con varios cientos de nt de longitud, en forma de tallo-bucle (Fig. 4B). El pri-
miRNA es procesado dentro del nucleo por un complejo multiproteico llamado Microprocesador,
cuyos componentes centrales son una enzima RNasa Il lamada Droshay la proteina de union a RNA
de doble cadena (dsRNA, del inglés double stranded-RNA) DGCR8/Pasha (Bushati & Cohen, 2007).
Este complejo escinde el pri-miRNA, produciendo un miRNA precursor (pre-miRNA) con forma de
horquilla prematura de ~70-120 nt de longitud. Tras el procesamiento nuclear, los pre-miRNA se
exportan al citoplasma mediante la exportina 5 (Exp-5), un miembro de la familia de receptores de
transporte nuclear, que reconoce un tallo de dsRNA mas un “saliente” corto 3" de ~1-8 nt en el pre-
miRNA para ejercer la accidon (Kim, 2004; Bohnsack et al., 2004; Zeng & Cullen, 2004). En el
citoplasma, el pre-miRNA es escindido cerca del bucle terminal, liberando un duplex de miRNA de
~18-23 nt de largo por otra enzima RNasa lll llamada Dicer, la cual interactia junto con dos
proteinas; la proteina de unidn a RNA en respuesta a transactivacion (TRBP, del inglés TAR RNA-
binding protein) y, en células humanas, la proteina activadora de la proteina quinasa inducida por
interferdn (PACT). Posteriormente, las dos hebras de miRNA se separan, dependiendo de varios
factores como la asimetria termodinamica del duplex y la estabilidad de emparejamiento de bases
en el extremo 5’. Una hebra, denominada “hebra guia”, junto con las proteinas de unidn a dsRNA
antes mencionadas, se asocia con proteinas argonauta (AGO), formando un complejo de
ribonucleoproteina llamado complejo silenciador inducido por miRNA (miRISC, del inglés miRNA-
induced silencing complex). La hebra de miRNA con el emparejamiento de bases inestable en el
extremo 5’ generalmente actla como la hebra guia, mientras que la hebra con apareamiento de
bases estable en el extremo 5’ (“hebra pasajera” o miRNA*) generalmente se degrada o, en casos
raros, incluso se asocia con proteinas AGO, lo que permite que ambas hebras sirvan como miRNA

funcionales (Bhaskaran & Mohan, 2014).

Una vez que el miRNA es incorporado en RISC, se dirige al mRNA diana a través de
complementariedad de secuencia. El reconocimiento de objetivos se realiza principalmente a través
del emparejamiento de bases entre la regién llamada de “semilla” en el extremo 5  del miRNA
(regidn de 2-8 nt de longitud) y los sitios dentro de la region no traducida 3' (3'-UTR) de los mRNA
diana (Fig. 4C) (Bartel, 2009; Krol et al., 2010). El grado de complementariedad entre el mRNA vy la
region de semilla generalmente determina si el mRNA se degrada y/o se reprime su traduccién. En
casos de complementariedad perfecta o casi perfecta con el miRNA, el mRNA diana se escinde y se

degrada, actividad que depende de proteinas AGO en donde la actividad endonucleasa de AGO2
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inicia la escision del mRNA. Por otro lado, en caso de un emparejamiento incompleto (la cual ocurre
principalmente en células animales), tiene lugar la represidn de la traduccion mediada por miRISCy
posteriormente se degrada el mRNA (Kim, 2005; Kim et al., 2008). Se cree que tanto la represion de
la traduccién como la degradacién del mRNA estdn interconectados, y diversos estudios revelaron
gue la degradacién del mRNA es generalmente responsable del 66—90 % del silenciamiento (Guo et

al., 2010; Eichhorn et al., 2014).

Un miRNA puede silenciar cientos de genes, aunque el efecto sobre cada gen es generalmente leve y
multiples miRNAs pueden regular el mismo gen. Ademas, las vias celulares enteras pueden ser
reguladas por miRNAs individuales o grupos de miRNAs (Fig. 4D). De manera que, los miRNAs
pueden apagarse o funcionar como sintonizadores finos de la expresion de mRNAs y, por lo tanto,

amortiguar el ruido en la expresion génica (Gebert & MacRae, 2019).
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Fig. 4. Descripcidn general de la biogénesis y funcion de los miRNAs. A | La biogénesis candnica de los miRNAs se divide
en procesamiento nuclear y procesamiento citoplasmatico. Al comienzo del procesamiento nuclear, se generan
transcripciones de miRNA primarios (pri-miRNA) a partir de genes de miRNA a través de la actividad de la RNA polimerasa
Il (Pol Il). El complejo de microprocesador compuesto por la RNAsa Ill Drosha y DGCR8 escinde los pri-miRNA para producir
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miRNA precursores (pre-miRNA). Exportina 5 transporta estos pre-miRNA desde el nucleo hasta el citoplasma. En el
citoplasma, la RNAsa Ill Dicer escinde los pre-miRNA para producir ddplex de miRNA (miRNA/miRNA*). En vertebrados, la
escision por Dicer esta modulada por la proteina de unién al RNA en respuesta transactivacion (TRBP) y el activador de
proteinas de la proteina quinasa inducida por interferén (PACT). Una hebra del diplex miRNA/miRNA* maduro ("hebra
guia") se carga en proteinas AGO para producir el complejo de silenciamiento inducido por miRNA (miRISC), mientras que
la otra hebra ("hebra pasajera") se degrada. Se da preferencia de carga a la hebra que posee el extremo 5' emparejado
menos estable. B | Generalidades de la estructura de un pri-miRNA en la que se ilustran los sitios de escisidén para Drosha
y Dicer. Se muestran los miRNA maduros ubicados en el tallo (resaltados en rojo y azul) y sus regiones de semillas
correspondientes (resaltadas en azul claro). C | Interaccidén candnica de un miRNA con su mRNA diana. Los nimeros en
azul muestran los nucledtidos que posicionan al miRNA. La secuencia semilla se refiere a los nucleétidos en el nimero de
posicion de miRNA. Flanco se refiere a la secuencia de mRNA a ambos lados de la regidn correspondiente a la secuencia
semilla del miRNA. Los emparejamientos de tipo Watson-Crick en la secuencia de semillas se muestran en rojo, y un
ejemplo de bamboleo de G-U en la secuencia de semilla se muestra en verde. D | Los miRNA forman redes complejas de
interacciones, ya que un miRNA puede dirigirse a muchos mRNA diferentes, y un mRNA puede ser regulado por muchos
miRNA diferentes, con la represién cooperativa lograda mediante la unién de sitios diana muy préximos entre si. Tomado
y modificado de Gebert & MacRae, 2019; Jevsinek-Skok et al., 2013; Peterson et al., 2014.

2.4. miRNAs en CaG
Muchos estudios han demostrado la importancia de los miRNAs en la biologia del cdncer mediante
el control de la expresién de sus mMRNA diana para facilitar el crecimiento tumoral, la invasidn, la
angiogénesis y la evasion inmune (Kasinski & Slack, 2011; Stahlhut & Slack, 2013). Los miRNAs
desregulados en cancer actiian como oncogenes (oncomiRs), o0 como genes supresores de tumores
(anti-oncogenes). Los oncomiR estan regulados positivamente en el cancer y suprimen su gen
supresor de tumores diana. Por el contrario, los miRNAs supresores de tumores estan regulados a
la baja en la malignidad, y como resultado, sus oncogenes diana se sobreexpresan (Saliminejad et
al., 2018). En varios tipos de cancer, incluido el CaG, se ha observado una expresién aberrante de
miRNAs que pueden actuar como un oncogén o un gen supresor de tumores, dependiendo diversos
factores tales como estrés ambiental, inanicidn, hipoxia, estrés oxidativo o dafio en el ADN, que
desregulan su biogénesis en varios tejidos (Syeda et al., 2020). En el caso particular de CaG, varios
oncomiRs y genes supresores de tumor que actlan sobre genes blanco participantes en Ia
proliferacidn, migracién, invasion, angiogénesis y apoptosis, han sido descritos (Fig. 5) (Azarbarzin

etal., 2020).
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Fig. 5. Recopilacion de miRNAs que contribuyen al desarrollo de CaG. llustracién esquematica de algunos miRNAs
desregulados en CaG que contribuyen a varios mecanismos celulares y de desarrollo del cancer, como proliferacion,
apoptosis, invasion, migracidn y angiogénesis. También se muestra algunos miRNAs que se han encontrado desregulados
en circulacién. Tomada y modificada de Azarbarzin et al., 2020.

Una de las caracteristicas bioldgicas mas interesantes de los miRNAs es la estabilidad Unica a la
degradacion enddgena y exdgena (Mitchell et al., 2008; Chen et al., 2008). La estabilidad de los
miRNAs se ha explicado en parte por el tamafio reducido y, probablemente lo mas importante, por
formar complejos con lipoproteinas que incluyen a las microvesiculas y exosomas que contienen a
los miRNAs. En la actualidad, se han detectado miRNAs en casi todos los fluidos corporales
estudiados, como sangre, heces, fluidos peritoneales y cerebroespinales, etc. Debido a esas
propiedades, los miRNA tienen un enorme potencial como biomarcadores y recientemente se han
explorado en CaG (Link et al., 2012; Link & Goel, 2013). Al explorar la utilidad de los miRNAs
circulantes como biomarcadores para la deteccion del CaG en una etapa temprana, se ha
encontrado que la concentracién plasmatica de miR-17-5p, miR-21, miR-106a y miR-106b fue
significativamente menor en los pacientes con CaG que en los individuos sanos (Tsujiura et al.,
2010). En otro estudio, se encontré que el nivel de expresién de miR-221-3p, miR-376¢-3p y miR-
744-5p cambié significativamente en el suero de pacientes con CaG, 5 afios antes de la aparicion de
los sintomas clinicos (Song et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que el nivel de expresién de
miR-203 y miR-218 circulante en suero estd estrechamente asociado con la metastasis de CaG (Xin
et al., 2014; Imaoka et al., 2016). En otro estudio, se demostrd que el miR-196a circulante puede

servir como un biomarcador potencial para discriminar CaG, ya que su expresidon se redujo
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significativamente en el plasma de estos pacientes respecto a la de los individuos sanos (Tsai et al.,
2016). Por otro lado, se demostrd que los niveles de expresion de miR-21, miR-93, miR-106a y miR-
106b circulantes fueron significativamente mas altos en el suero de pacientes con GC que en
donadores sanos, con 82,2% de precision (Zhao et al., 2018). Puesto que el factor prondstico crucial
en CaG es la metastasis ganglionar (LNM), se ha reportado que el nivel de expresién de miR-143-3p,
miR-146a, miR-451a y miR-501-3p circulantes parecen prometedores en la deteccidén de pacientes
con CaG que desarrollan LNM vy proporciona informacion de prondstico para LNM (Jliang et al.,
2017). Aunque el miR-21 circulante se ha propuesto como biomarcador de CaG en varios estudios,
se considera uno de los oncomiR mds estudiados y se encuentra asociado con muchos otros tipos
de céncer. Por lo tanto, el miR-21 circulante puede considerarse un biomarcador global para varios
tipos de cancer, pero no para un cancer especifico como el CaG. En la Tabla 1 se muestran miRNAs

circulantes identificados en CaG (Sohel, 2020).

Tabla 1. Expresion diferencial de miRNAs circulantes en CaG con potencial biomarcador. Tomada y modificada de Sohel,
2020.

Nombre del miRNA Tipo de Regulaci6|:|’de Area bajo Sensib.illid.ad y ‘Potencial Referencias
muestra la expresién la curva especificidad biomarcador
miR-221, miR-744, & miR-376¢ Suero 0 0.70-0.74 82.4% & 58.8% Si [Song et al., 2012]
miR-203 Suero ) 0.707 No calculada - [Imaoka et al., 2016]
miR-196a Plasma 0 0.864 69.5% & 97.6% Si [Tsai et al., 2016]
miR-106a, miR-106b, miR-21, & miR-93 Plasma o~ 0.887 84.8% & 79.2% Si [Zhao et al., 2018]
miR-143-3p, miR-146a, miR-451a, & miR-501-3p Suero ) 0.891 63.33% & 87.78% Si [Jiang et al., 2017]
miR-21 Plasma T 0.893 86.7% & 72.2% Si [Emami et al., 2018]
miR-22-3p Plasma N2 0.8494 91.70% & 65.40% Si [Chen et al., 2018]
miR-101 Plasma N2 0.740 56.3% & 82.5% Si [Imamura et al., 2017]
miR-19b-3p, & miR-106a-5p Exosoma sérico ™ 0.826 95% & 90% Si [Wang et al., 2017]
miR-106a, miR-18a, miR-20b, miR-486-5p, & Plasma T 0.95 85.7% & 95.8% Si [Zhou et al., 2017]
miR-584
miR-217 Plasma N2 0.893 81.3% & 83.2% Si [Liu et al., 2017]

‘I = Regulado al alza; ||, = Regulado a la baja.

Por otra parte, los miRNA se desregulan cominmente en la mucosa gastrica durante la infeccién
por H. pylori y de manera escalonada desde la gastritis crdénica, pasando por afecciones
preneoplasicas como gastritis atréfica y la metaplasia intestinal, hasta la displasia temprana y el
cancer invasivo (Link & Kupcinskas, 2018). Por ejemplo, en pacientes con CaG recurrente se ha
encontrado fuertemente incrementada la expresién de miR-335-5p circulante en relacién a
pacientes con CaG no recurrente, y mediante analisis geneontoldgico se encontrd que dicho miRNA
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participa en vias de sefalizacién oncogénicas tales como p53, MAPK, TGF-b, Wnt, ERbB, mTOR,
receptores tipo Toll y adhesiones focales (Yan et al., 2012). De hecho, en un estudio reciente se
demostré que el nivel de expresiéon del miR-335-5p disminuye, mientras que el nivel de expresién
de ICAM-1 incrementa en cancer de tiroides al interactuar con la regién 3’-UTR del mRNA de ICAM-
1 e inhibir su expresion, sugiriendo su participacion en la regulacidn de esta molécula de adhesién

(Luo et al., 2018).

2.5. Molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) o CD54
ICAM-1 o CD54, es una glicoproteina transmembrana que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (lg) y consta de cinco dominios Ig extracelulares, un dominio transmembrana y
un dominio citoplasmatico corto con multiples residuos de treonina (Fig. 6A). CD54 se expresa en
muchas células como leucocitos, fibroblastos, plaquetas, células endoteliales, células epiteliales,
plaquetas y células gliales (Ramos et al., 2014). Su funcién se ha estudiado mejor en la migracion
transendotelial de leucocitos, donde CD54 regula las interacciones adhesivas y de movimiento de
leucocitos sobre la pared del vaso sanguineo favoreciendo el cruce de leucocitos de la capa
endotelial (Wee et al., 2009; Gorina et al., 2014). Mas recientemente, los estudios funcionales
identificaron que CD54 participa en la resolucidn de lesiones epiteliales, las respuestas inmunitarias

innatas y adaptativas en la inflamacion y la tumorigénesis (Fig. 6B) (Kong et al., 2018).

C D54 ~-.~\_\.\ @Adheslc’m @ Atadura fuerte @ Diapédesis @ Migracién
P, rodante

D1 h
D2

D3
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glicosilacion ,_‘_.4"
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Sitio de

TTECEIon

5 Loucosto CXCLSR ® Quimiodina h LEAT
&8 (Receptor de IL-8)

sLex E- ICAM-1 Célula
(selecting) celectin (CD54) endotelial

Fig. 6. Estructura de CD54 y su funcién en el rodamiento de leucocitos a sitios de infamacién. A | CD54 consta de 5
dominios inmunoglobulina (Ig) (D1~D5), un dominio transmembrana, un dominio citoplasmatico y contiene 8 sitios de N-

26


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/glial-cells

glicosilacién. Los enlaces disulfuro en los dominios a Ig se forman entre los residuos de cisteina que estabilizan la
estructura. B | 1. Rodamiento de los leucocitos mediada por la interaccidon de E-selectinas y sus ligandos a lo largo de la
superficie endotelial, 2. Las quimiocinas mostradas en el las células endoteliales se unen a sus receptores e incrementan
la afinidad de las integrinas y unidn firme de los leucocitos al endotelio, mediada por integrinas como LFA-1 que se une a
CD54, 3. Transmigracidn (diapédesis) de los leucocitos a través del endotelio, 4. Migracion de los leucocitos al foco de
infeccién y lesidn tisular. Adaptado de "Migracién de leucocito en sitios de infeccion", por BioRender.com (2020).
Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates

CD54 esta fuertemente glicosilado y contiene multiples sitios de N-glicosilacion (8 en humanos) y se
requieren N-glicanos para la expresion superficial de la proteina (Scott & Patel, 2013). El peso
molecular de esta proteina varia segun el grado de glicosilacién en los dominios Ig y oscila entre 80
y 114 kDa, mientras que la forma desglicosilada tiene un peso molecular de 60 kDa (Staunton et al.,
1988; Dustin et al., 1986; Rothlein et al., 1986). Estos dominios Ig glicosilados median las
interacciones de CD54 con sus ligandos. La dimerizacién y agrupacién a través de la unidn
homotipica entre los cuartos dominios Ig de CD54 puede formar un homodimero, aumentando
significativamente la afinidad a sus ligandos afines como: el antigeno asociado a la funcién de los
linfocitos 1 (LFA-1; CD11a/ CD18) y el antigeno macréfago 1 (Mac-1; CD11b/CD18), integrinas
leucocitarias de la familia B2 (Miller et al., 1995; Frick et al., 2005). Ademas de LFA-1y Mac-1, CD54
se une a multiples ligandos, incluidos el fibrindgeno, hialuronano, PfEMP1 (una proteina de
membrana de globulos rojos de Plasmodium falciparum)y los principales grupos de rinovirus (HRV).
La mayoria de los ligandos de CD54 se unen al primer dominio Ig, aunque se ha demostrado que
Mac-1 se une al tercer dominio Ig (Diamond et al., 1991; McCourt et al., 1994; Languino et al., 1995;
Ockenhouse et al., 1992; Smith et al., 2000; Tse et al., 2004).

Al igual que con otros miembros de la superfamilia de Ig, CD54 se regula postranscripcionalmente
mediante corte y empalme alternativo, lo que genera seis variantes unidas a la membrana y una
proteina soluble secretable (sICAM-1). Todas las isoformas unidas a la membrana contienen al
menos 2-5 dominios Ig, de los cuales los dominios Ig 1 y 5 son constantes, y los dominios variables
2, 3y 4, definen la especificidad de unién de CD54 a sus ligandos (Fig. 7) (King et al., 1995; Robledo
et al., 2003). Por lo tanto, el empalme alternativo puede dictar la funcion de CD54 en varias
condiciones patoldgicas. Por otro lado, el isémero soluble de CD54 es de longitud completa y tiene
los cinco dominios Ig y su transcrito de mRNA carece del dominio transmembrana (Ramos et al.,
2014). CD54 soluble, también se genera como resultado de la accion proteolitica de la elastasa de
neutrdfilos, la catepsina G y otras enzimas bacterianas sobre CD54 unida a la membrana (Budnik et
al., 1996; Champagne et al., 1998; Wakatsuki et al., 1995). La expresion de CD54 soluble es, en parte,

27


https://app.biorender.com/biorender-templates

especifica de células (células mononucleares de sangre periférica y endoteliales) y estd modulada
por citocinas como IFN-1a, ademds de estar presente principalmente en el suero sanguineo vy el
liquido cefalorraquideo durante las infecciones y la inflamacion (Pietruczuk et al., 2004; Giorelli et
al., 2002). La concentracion de CD54 presente en una muestra de suero de cualquier persona normal
es aproximadamente de 100-450 ng/ml. Una mayor concentracion de CD54 soluble se ha
correlacionado con la gravedad de las enfermedades cardiovasculares, los trastornos
autoinmunitarios y muchos tipos de cancer (Chen et al., 2017; Chen et al., 2016; Lépez-Campos et
al., 2012; Tsai et al., 2019). De hecho, se ha observado que el nivel sérico de CD54 soluble se
correlaciond positivamente con el tamaiio del tumor, invasidn a los ganglios linfaticos y metastasis
a distancia en cancer de mama, de pancreas, cancer gastrico, cancer de pulmdn y carcinoma
hepatocelular (Meng-Meng et al., 2012). En un estudio donde se analizaron los niveles de CD54
soluble entre donadores sanos y pacientes con CaG, se encontrd que niveles >337 ng/ml de CD54

soluble en suero puede ayudar a predecir la presencia de CaG (Alexiou et al., 2003).
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Fig. 7. Representacion esquematica de las isoformas de CD54 y su organizacion. A | Isoforma candnica de CD54 de
longitud completa con 5 dominios Ig y dominios transmembrana e intracelulares. * indica el sitio de unién para LFA-1y
otros ligandos en el primer dominio Ig; T indica el sitio de unién de Mac-1 en el tercer dominio Ig. B | Las isoformas de
longitud completa de CD54 se dimerizan por interaccion a través de los cuartos dominios de Ig. C | Las seis isoformas de
CD54 de membrana expresadas en células endoteliales y otros tipos de células. D | El empalme alternativo en el exén 6
conduce al truncamiento del dominio 5 de Ig en la isoforma completa en condiciones inflamatorias. En cada panel, los
circulos representan un dominio similar a Ig. La numeracion de cada dominio Ig se basa en la isoforma completa que
contiene cinco dominios similares a Ig. Tomada y modificada de Ramos et al., 2014.

2.6. Papel de CD54 en Cancer
Diversos estudios han demostrado la correlacién entre la expresién de CD54 en la progresiéon e

inhibicién de muchas enfermedades. La participacion de CD54 en células cancerosas es innegable.
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Los estudios han demostrado niveles altos de CD54 en adenocarcinoma de pulmén, cdncer gastrico,
cancer de mama, melanoma, carcinoma oral de células escamosas, etc. (Bui et al., 2020). Se ha
encontrado que CD54 se expresa en casi todas las células del microambiente tumoral (TME, del
inglés tumor micro-environment) (Reina & Espel, 2017) y, ademas, es responsable de la polarizacion
en macrdéfagos asociados a tumores (TAM, del inglés tumor-associated macrophages) (Gu et al.,

2017).

Al igual que con el sitio del tumor primario, se ha documentado la regulacién positiva de CD54
durante la metastasis (Rosette et al., 2005; Sokeland & Schumacher, 2019). Una induccion de la
expresion de CD54 por parte de las células infiltrantes y residentes del tumor tanto en los sitios
primarios como secundarios indica un papel importante de este receptor durante la tumorigénesis
(Bui et al., 2020). Dadas sus propiedades putativas, la CD54 expresada por las células tumorales
puede influir en el desarrollo del tumor, ya sea mediante la promocién de interacciones adhesivas
tumor-célula inmunitaria o mediante la transmisidn de sefiales de afuera hacia adentro para regular
la funcién de las células tumorales. Apoyando la idea de la retencién de células inmunitarias
dependiente de CD54, andlisis histolégicos de tejido de cdncer de mama correlacionaron Ia
expresion alta de CD54 en células de cancer de mama triple negativo (TNBC, del inglés triple-
negative breast cancer) con la presencia de estructuras linfoides terciarias (TLS, del inglés tertiary
lymphoid structures), regiones ricas en células T estrechamente asociadas con tumores invasivos y
altamente inmunogénicos (Figenschau et al., 2018). Aunque el reclutamiento y la retencién de
células T debido a CD54, por un lado, pueden mejorar la inmunovigilancia y restringir
potencialmente el desarrollo tumoral. No obstante, se ha demostrado que la agregacion de células
T dentro de los tejidos tumorales afecta la funcidén efectora de las células T infiltrantes, lo que
permite que las células tumorales se desarrollen y puedan evadir el reconocimiento inmune y la lisis

(Bui et al., 2020).

Curiosamente, los analisis de secciones tumorales de pacientes con TNBC revelaron que las células
tumorales que expresan CD54 estaban localizadas en el frente invasivo del tumor, una regién que
también estaba fuertemente infiltrada por células inmunitarias, particularmente linfocitos T (Guo et
al., 2014; Figenschau et al., 2018). De manera similar, en el carcinoma oral de células escamosas,
CD54 se enriquecio en la capa basal invasora, donde se observaron células T acumuladas y donde
las respuestas inmunogénicas fueron impulsadas por la sefializacién de IFN-y dependiente de
células T (Usami et al., 2013). Esto sugiere que las células inmunitarias que se infiltran en el tumor
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a través de la liberacion de citoquinas pueden impulsar la expresiéon de CD54 en las células
tumoralesy, como tal, promover las interacciones entre el tumor y las células inmunitarias y mejorar
la migracién direccional de las células cancerosas. De hecho, el IFN- y se ha demostrado que induce
la expresion de CD54 en células cancerosas, y, a su vez, se ha implicado a CD54 en la promocidn de

la migracién de células cancerosas (Chang et al., 2002; Lin et al., 2006; Kesanakurti et al., 2013).

Aungue no se ha definido bien la sefializacion especifica de CD54 en células tumorales que pueden
mejorar la migracién, la evidencia de otros sistemas biolégicos indica varias vias de senalizacidon
potenciales. Por ejemplo, CD54 a través de interacciones de unién con la integrina (mucina 1;
MUC1), que se sobreexpresa en canceres de mama, ovario, prdstata y gastrico, puede activar la
cascada de sefializacién promigratoria de MAPK/ERK en células tumorales vecinas (Hayashi et al.,
2001; Yuan et al., 2007; Ihermann-Hella et al., 2014). CD54 también puede interactuar con los
componentes de la matriz extracelular, como el fibrindgeno, para estimular la sefializacidn

promigratoria (Roche et al., 2003; Tsakadze et al., 2002).

La metdstasis es una de las principales causas de mortalidad asociada al cancer. Las células
cancerosas se diseminan a los érganos secundarios al desprenderse del tumor primario y luego
ingresar a la circulacién. Estas CTCs tienen la capacidad de atravesar sitios distales para formar
lesiones metastasicas (Seyfried & Huysentruyt, 2013; Pantel & Brakenhoff, 2004). La supervivencia
de las CTCs en el torrente sanguineo y su ubicacidn en dérganos secundarios es esencial para la
formacidn de metastasis (Wang et al., 2018; Strilic & Offermanns, 2017). Curiosamente, la evidencia
emergente indica un papel potencial de CD54 en la regulacién de ambos procesos. Los analisis de
CTCs de pacientes con cancer de mama y modelos de xenoinjerto de ratdn revelaron que, en
circulacion, las células tumorales tienden a unirse entre si, formando grupos de CTCs. Dentro de
estos grupos, los CTCs estdn protegidos del entorno hostil en la circulacidon y muestran una mayor
capacidad proliferativa y potencial metastdasico (Gkountela et al., 2019; Szczerba et al., 2019; Saini

etal., 2019).

Ademas, se descubrid que los grupos de CTCs se asociaban con las células inmunitarias, en particular
con los neutréfilos polimorfonucleares (PMN), y estas asociaciones se redujeron
sorprendentemente tras el desmontaje del grupo de CTCs (Szczerba et al., 2019). Estas
observaciones subrayan un papel potencial de los PMN y probablemente de otras células

inmunitarias circulantes en la regulacidon de la supervivencia y la motilidad de las CTCs y, como
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resultado, las propiedades metastdsicas. Debido a que muchos subtipos de células tumorales y
células inmunitarias co-expresan CD54 y varios ligandos de CD54, es posible que CD54 desempeiie
un papel importante en la agrupacién heterotipica de CTCs y PMN observada en estos estudios (Fig.

8) (Bui et al., 2020).
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Fig. 8. Posibles mecanismos de accidon por los que CD54 puede promover la metastasis tumoral. 1 | A través de la unién
a células tumorales que expresan integrinas 82 (LFA-1), CD54 puede favorecer la agrupacién homotipica de células
tumorales circulantes (CTCs). Los grupos de CTCs muestran una mayor supervivencia y potencial metastasico. 2 | A través
de las integrinas 52 expresadas por las células inmunitarias, CD54 puede promover el agrupamiento de CTC con neutrdfilos
polimorfonucleares (PMN) a través de su interaccidn con la integrina 52. Esta asociacién aumenta la supervivencia y la
proliferacion de células tumorales. 3 | CD54 expresada por las células endoteliales pueden facilitar la captura y la
extravasacion de las células tumorales, de manera similar a los mecanismos de migracién transendotelial que utilizan los
leucocitos que expresan la integrina 52. Creado con BioRender.com.

Finalmente, aunque esta claro que la expresion de CD54 estd altamente inducida en el TME, el valor
pronéstico de CD54 en los resultados clinicos del paciente con cdncer sigue siendo algo
controvertido. La mayor parte de la evidencia sugiere la funcidn pro-tumoral de CD54. En muchos
tipos de cancer, incluidos el carcinoma oral de células escamosas, el carcinoma de pulmoén, el cancer
gastrico y de mama, CD54 se ha implicado en la promocidén del cancer (Guo et al., 2014; Usami et
al., 2013; De Vita et al., 1998; Schroder et al., 2011; Jung et al., 2012). También se demostrd que los
niveles de CD54 son indicativos del grado del tumor y, como tales, pueden tener valor prondstico

en enfermedades metastasicas. Un estudio de prondstico que compard a 332 pacientes con
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enfermedades pulmonares benignas con 387 pacientes con cdncer de pulmén encontré que los
pacientes con estadio tumoral avanzado (estadio IV, alto riesgo metastasico) tenian niveles mas
altos de CD54 soluble que aquellos con un estadio mas bajo (Sprenger et al., 1997). Especificamente
dentro del subgrupo en etapa IV, los pacientes con metdstasis detectables tenian niveles
significativamente mas altos de CD54 soluble en comparacién con aquellos con enfermedades
localizadas. Estas observaciones respaldan las contribuciones de CD54 a la progresidon metastdsica,
como se ha observado en estudios preclinicos utilizando modelos animales. Por tanto, al ser
importante en la funcion del sistema inmunoldgico y tener funciones favorables en la metastasis
tumoral, es importante comprender el mecanismo regulador detras de la expresion de CD54, que
se sabe que esta controlado especialmente a nivel transcripcional. Al respecto, multiples estudios
han demostrado su regulacién tanto a nivel pre/postranscripcional como a nivel epigenético. De
hecho, muchos estudios han reforzado el efecto de diferentes microRNA (miRNA) en la regulacion

de la expresion de CD54 (Suarez et al., 2010; Hu et al., 2010; Liu et al., 2015; Luo et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

El CaG es un problema de salud publica a nivel mundial, en el afio 2020 se estimaron mas de
1,000,000 de casos nuevos y mas de 700,000 muertes a causa de esta enfermedad, lo que lo
convierte en el quinto cdncer diagnosticado con mayor incidencia y la cuarta causa principal de
muerte por cancer en todo el mundo en ambos sexos (GLOBOCAN, 2020). La mayoria de los casos
gue son diagnosticados como CaG desafortunadamente se detectan en estadios avanzados de la
enfermedad, donde las estrategias de tratamiento convencional son poco efectivas, resultando en
bajas tasas de supervivencia (<20% a 5 afios). Se ha estipulado que la presencia de subpoblaciones
de células tumorales denominadas Células Troncales Cancerosas (CSCs, del inglés cancer stem cells),
presentes en el estroma del tumor, favorecen el rapido crecimiento, desarrollo de metdstasis y
resistencia a los tratamientos (Se et al., 2015; Li et al., 2014). Nuestro grupo de trabajo caracterizd
la presencia de células troncales de cancer gastrico con un fenotipo ampliado
(CD44*CD24*EpCAM*CD54*: GCSC) en tejidos tumorales de pacientes con esta neoplasia. En
contraste, en tejidos gastricos de sujetos sin CaG, se identificaron poblaciones celulares con el
fenotipo CD44*CD24*EpCAM*CD54, sugiriendo que la expresion de CD54 en estas subpoblaciones
celulares puede ser importante en la fisiopatologia de la enfermedad (Tesis de maestria de Gomez-
Gallegos, 2017: manuscrito en proceso). De hecho, a partir de los tejidos tumorales de pacientes
con CagG, se encontrd que la expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) o CD54
esta significativamente asociada con un estadio avanzado y una supervivencia mas corta (Jung et

al., 2020).

Por otra parte, se ha propuesto que los patrones de expresidon de los miRNAs (cuya funcién es
regular la expresién génica postranscripcional) en los biofluidos se asocian con condiciones
fisiopatoldgicas y pueden servir como biomarcadores no invasivos para la identificacién temprana
de enfermedades como el cancer. En el caso particular de CaG se han detectado niveles disminuidos
de algunos miRNAs en el plasma en relacion con los de donadores sin CaG (Tsujiura et al., 2010), sin
embargo, su asociacion con la fisiopatologia de la enfermedad es poco conocida. Con base en lo
anterior, el presente estudio tiene como finalidad conocer la expresion de miRNAs en el plasma de
pacientes con CaG que pudieran estar relacionados a la presencia de CD54, el cual forma parte de
los marcadores fenotipicos diferencialmente expresados en pacientes con CaG. Finalmente, de

encontrarse miRNAs diferencialmente expresados en el plasma de los pacientes con CaG, es
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indispensable evaluar su asociacion con variables clinico-patoldgicas, lo cual puede ser de gran

utilidad para el diagnéstico de la enfermedad.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen miRNAs que regulan la expresion de CD54 en el plasma de pacientes con CaG cuyos tejidos

tumorales sean positivos a CD54 y que puedan asociarse con las variables clinico-patoldgicas?

5. HIPOTESIS

Adicional a la observacion de relacion inversa entre CD54 y la sobrevida de pacientes con CaG, se
sabe que CD54 es una proteina relevante para la migracién celular, y que factores como los miRNAs
pueden regular su expresion, ademas de que los miRNAs circulantes pueden ser utilizados como
posibles biomarcadores de utilidad clinica, por lo que hipotetizamos la existencia de miRNAs en
plasma de pacientes con CaG que pudieran regular a CD54, los cuales a su vez podrian tener alguna

asociacion con variables clinico-patoldgicas de valor diagndstico de la enfermedad.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
Evaluar la presencia de miRNAs dirigidos a CD54 en el plasma de pacientes con Cancer Gastrico

(CaG) y su asociacién con variables clinico-patoldgicas.

6.2. Objetivos particulares

1. Determinar el nivel de expresion de miRNAs dirigidos a CD54, en el plasma de pacientes con CaG.
2. Determinar el nivel de expresidn de miRNAs dirigidos a CD54, en el plasma de donadores sin CaG.

3. Analizar la asociacion entre el nivel de expresion de los miRNAs dirigidos a CD54 en plasma de

pacientes con CaG con sus variables clinico-patoldgicas.
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7. METODOLOGIA

7.1. Poblacion de estudio
En este trabajo se incluyeron 30 muestras de plasma de pacientes con CaG colectadas durante el
periodo 2015-2016 y 30 muestras de plasma de donadores sin CaG colectadas en el afio 2021. Se
obtuvo el consentimiento informado firmado por pacientes con CaG y donadores sin CaG para su
participacion en el estudio. Los pacientes con CaG fueron diagnosticados y reclutados en el Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan), ademas diagnosticados de acuerdo al sistema TNM para la
clasificacién de CaG. El estudio de la enfermedad se determind segun la combinacién de criterios
clinicos, histopatoldgicos y de imagenologia, basados en el grado de infiltracién (T), invasion de
ganglios linfaticos regionales (N) y afectacidn a érganos distantes (M). Ademas, todos los datos,
incluidos la edad, el sexo y la clasificacién histoldogica de Lauren, se obtuvieron de los registros

clinico-patoldgicos (Tabla 2).

7.1.1. Criterios de inclusién
e Pacientes que acudieron al servicio de endoscopia del INCan, que tengan expediente

completo.

e Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado, hombres o mujeres, mayores
de 18 afos de edad con capacidad de decision propia.

e Pacientes con diagndstico histopatolégico de carcinoma gastrico con cualquier etapa clinica
TNM.

e Ademads, que no padezcan ninguna otra neoplasia maligna sincrdnica o metacrdnica.

7.1.2. Criterios de exclusién
e Que hayan recibido cualquier tratamiento antineopldsico previo a tomar las biopsias,

tratamientos de antibidticos, asi como tratamientos de inhibidores de bombas de protones.
e Pacientes con enfermedades autoinmunes o cualquier otra condicidn médica que en
opinién del investigador podria comprometer la capacidad del paciente para cumplir con
los procedimientos del estudio.
e Que durante cualquier etapa de su estudio o tratamiento demuestren padecer otra
enfermedad maligna.

e Que tengan historia de cualquier otra enfermedad maligna.
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Tabla 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con CaG y donadores sin CaG.

Variable
Género
Masculino
Femenino
Edad (Media * DE)
Estadio TNM
I
1B
i
IVa
IVb
Clasificacion de Lauren
Intestinal
Difuso
Tamarnio tumoral (T)

T1: Lamina propia, muscularis,
mucosa y submucosa

T3: adventicia

T4a: Pleura, pericardio, pleura
o peritoneo

T4b >15 mm fuera muscular
propia

Invasidon a ganglios linfaticos
regionales (N)

NO, Sin infiltracion celular

N1, Mts 1-2 ganglios linfaticos
regionales

N2, Mts 3-6 ganglios linfaticos
regionales

N3, Mts 7 o mas ganglios
linfaticos regionales

Metastasis a distancia (M)
MO, No hay

M1, Metastasis a distancia

Cancer Gastrico (n=30)

16 (53.3%)
14 (46.7%)
53.97 + 13.28

3 (10.0%)
2 (6.7%)
4 (13.3%)
11 (36.7%)
10 (33.3%)

15 (50.0%)
15 (50.0%)

3 (10.0%)

6 (20.0%)
9 (30.0%)

12 (40.0%)

6 (20.0%)
6 (20.0%)

6 (20.0%)

12 (40.0%)

20 (66.7%)

10 (33.3%)

Donadores sin CaG (n=30)

13 (43.3%)
17 (56.7%)

36



7.2. Purificacion de RNA total de plasmas, incluido miRNAs
El RNA se extrajo de muestras de plasma utilizando el kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, USA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, el reactivo de lisis QlAzol
se agreg6 a las muestras de plasma, después se adiciond cloroformo, el lisado se separd en fases
acuosa y organica por centrifugacion. El RNA se localizé en la fase acuosa superior, mientras que el
DNA se encontrd en la interfase y las proteinas en la fase organica inferior o en la interfase. Se
extrajo la fase acuosa superior y se afiadié etanol para proporcionar condiciones de unidn
apropiadas para todas las moléculas de RNA desde aproximadamente 18 nucleétidos hacia arriba.
A continuacién, la muestra se aplicé a una columna de centrifugacién RNeasy MinElute, donde el
RNA total se unié a la membrana y el fenol y otros contaminantes se eliminé por lavado. A
continuacidn, se eluyd RNA en un pequefio volumen de agua libre de RNAasa. La concentracidny la
pureza del RNA [utilizando la densidad 6ptica (DO) de la relacion 260/280 nm] se determind en un

espectrofotémetro NanoDrop™ 2000c (ThermoFisher Scientific, Foster City, CA, USA).

7.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién inversa
(RT-gPCR)

Para cada muestra, se llevd a cabo la reaccién de transcriptasa inversa, usando el kit High-Capacity
RNA-to-cDNA™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y cebadores stem-loop especificos para
el hsa-miR-335-5p y los miRNAs: hsa-miR-3186-3p, hsa-miR-3975 y hsa-miR-1256, que de acuerdo a
la base de datos GeneCards® se dirigen a CD54. Asi mismo, también se utilizd un cebador stem-loop
especifico para el hsa-miR-16-5p, el cual se utilizé6 como control de referencia interno. La reaccion
de transcripcidn inversa se llevd a cabo utilizando el equipo ProFlex™ PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La qPCR se realizé utilizando el kit TagMan® 2X Universal PCR
Master Mix, No AmpErase UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), y cebadores/sonda
especificos TagMan® miRNA Assays (ThermoFisher Scientific, Foster City, CA, USA) de los miRNAs
mencionados anteriormente. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) bajo las siguientes
condiciones de termociclado: Predegeneracién a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 15s y 60°C durante 1 min. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. EI umbral de
ciclo (Cr) se define como el numero de ciclos necesarios para que la sefial de fluorescencia cruce el
umbral en la qPCR.
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7.4.Normalizacion de datos experimentales de RT-gPCR mediante el método 2
AACT

En este estudio, se aplicé la cuantificacidn relativa y, por lo tanto, se utilizé el hsa-miR-16-5p como
control de referencia endégeno en la amplificacién para cada reaccidn; esto debido a que se ha
reportado su abundancia y estabilidad para el analisis de miRNAs en pacientes con CaG y en
voluntarios sanos (Song et al., 2011). La expresion de miRNAs de las muestras de plasma se
normalizaron utilizando el método 222Cr a partir de los valores de Cr de los miRNAs de interés en
relacién con el hsa-miR-16-5p. Los niveles de expresiéon de los miRNA normalizados para el control
enddgeno (ACr) se calcularon restando los valores de Cr del control endégeno a los valores de Cr de
los miRNA de interés. Luego se calculé la AAGC restando el promedio de los ACr de cada grupo
(pacientes con CaG o individuos sin CaG) a cada ACr individual. Las veces de cambio de los miRNA

de interés respecto al control enddgeno se calculé mediante la ecuacion 222Cr.

7.5. Andlisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los softwares SPSS v.26 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) y GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc., CA, EE. UU.). Para el andlisis comparativo de
expresion de miRNAs entre pacientes con CaG y donadores sin CaG se utilizé la prueba de U de
Mann-Whitney para muestras con distribucion no paramétrica. Una p<0.05 de dos colas se
considerd estadisticamente significativa. Los datos fueron expresados mediante la mediana (Me) y
el rango intercuartilico (RI). La asociacion entre los niveles de expresién de los miRNAs evaluados y
las variables clinico-patolégicas nominales se examind mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
Para el andlisis de la asociacidn entre variables clinico-patoldgicas ordinales o continuas se utilizé el
coeficiente de correlacidon de Spearman. La interpretacién del coeficiente Rho de Spearman se basé
en los datos del Apéndice 1 (pag. 63). Por otra parte, para evaluar la capacidad diagndstica de los

miRNAs, se realizd una curva de caracteristica operativas del receptor (ROC).
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8. RESULTADOS

8.1. La expresion relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p es significativamente
mayor en el plasma de pacientes con CaG que en donadores sin CaG.

Se ha propuesto que los patrones de expresion de los miRNAs (cuya funcion es regular la expresion
génica postranscripcional) en los biofluidos, se asocian con condiciones fisiopatoldgicas y pueden
servir como biomarcadores no invasivos en enfermedades como el cancer. Nuestro grupo de trabajo
previamente detectd subpoblaciones celulares con fenotipo CD44*CD24*EpCAM*CD54" en tejidos
tumorales de pacientes con CaG, en contraste con la presencia de células con un fenotipo
CD44*CD24"EpCAM*CD54 en tejido gastrico de individuos sin CaG. Esta diferencia en la presencia
de CD54, abre nuestra inquietud de determinar si los miRNAs que potencialmente regulan la
expresion de CD54, se encuentran presentes en el plasma de pacientes con CaG y se asocian con
variables clinico-patoldgicas de valor diagndstico de la enfermedad. Para ello, se realizd una revisién
en la literatura y se consulté en las bases de datos GeneCards® y miRBase, de acuerdo a los
algoritmos de prediccidn, los posibles miRNAs cuyo blanco molecular es el mMRNA de CD54. Se
encontraron 4 miRNAs que presentaron altos valores de prediccién para unirse al mMRNA de CD54:
hsa-miR-335-5p, hsa-miR-3186-3p, hsa-miR-3975 y hsa-miR-1256. Los datos publicados por Luo y
colaboradores demostraron que el hsa-miR-335-5p podria actuar sobre la regién 3°-UTR del mRNA

de CD54 e inhibir la expresion de mRNA de CD54 en el cancer de tiroides (Luo et al., 2018).

Con la finalidad de evaluar la presencia de estos miRNAs que hacen blanco al mMRNA de CD54,
durante el presente trabajo se evalud el nivel de expresién de estos miRNAs en el plasma de
pacientes con CaG y donadores sin CaG. En nuestro estudio, Unicamente se consideraron las
muestras que amplificaron para hsa-miR-16-5p, cuyos valores de Crfueron <35. Tomando en cuenta
este criterio, 26 muestras de pacientes con CaG y 30 de donadores sin CaG amplificaron para el
control enddgeno. Cabe mencionar que los miRNAs: hsa-miR-1256, hsa-miR-3975 y hsa-miR-3186-
3p no amplificaron en ninguna de las muestras evaluadas (pacientes con CaG y donadores sin CaG),
sin embargo, el hsa-miR-335-5p amplificd en 18 muestras de pacientes con CaG y 14 muestras de

donadores sin CaG (Tabla 3).
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Tabla 3. miRNAs detectados en el plasma de pacientes con CaG y donadores sin CaG.

Clave de acceso Pacientes con Voluntarios

(miRBase) CaG (n=26) sanos (n=30
hsa-miR-16-5p * MIMAT0000069 26 30
hsa-miR-335-5p MIMAT0000765 18 14
hsa-miR-1256 MIMAT0005907 ND ND
hsa-miR-3975 MIMAT0019360 ND ND
hsa-miR-3186-3p MIMAT0015068 ND ND

*Control endégeno
ND=No detectado en plasmas

Por otro lado, se determiné la expresion relativa de hsa-miR-335-5p respecto a la de hsa-miR-16-5p
tomando en consideracion los valores de Cr correspondientes para cada una de las muestras
analizadas. Posteriormente, para analizar la distribucién de los datos de expresion relativa del hsa-
miR-335-5p en las muestras de plasma, se utilizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk,
encontrandose que los datos no presentaron una distribucidn normal. Basado en este analisis, se
procedid a realizar un analisis no paramétrico utilizando la prueba de U de Mann-Whitney para
comparar las medianas de expresidn de hsa-miR-335-5p en el plasma de pacientes con CaG respecto
a los de donadores sin CaG. El andlisis estadistico del plasma de los pacientes con CaG presentaron
una expresién significativamente mayor de hsa-miR-335-5p respecto a los de donadores sin CaG
(p=0.047), obteniéndose valores de la mediana de 0.030 y de 0.00, y de rango intercuartilico

(percentil 75) de 0.127 y 0.035, respectivamente (Fig. 9).
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Fig. 9. La expresion de hsa-miR-335-5p es significativamente mayor en el plasma de pacientes con CaG que en donadores
sin CaG. Gréficos de dispersion de puntos que muestran la expresion relativa de hsa-miR-335-5p en muestras plasmaticas
de pacientes con CaG (n=26) y donadores sin CaG (n=30). Se utilizd como control endégeno el hsa-miR-16-5p para
normalizar la expresion del hsa-miR-335-5p. Se indica el Rango intercuartilico (RI), y la Mediana (Me) de los valores de
expresion relativa de hsa-miR-335/hsa-miR-16 en cada grupo estudiado. Se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney para
establecer las diferencias estadisticas. *, p=0.047.

8.2. La expresidn relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p y las caracteristicas
clinico-patoldgicas de los pacientes con CaG.

Para determinar si los niveles de expresion relativa del hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p en plasma
de pacientes con CaG tienen asociacién con las variables clinico-patoldgicas nominales de
metastasis a distancia (M) y la clasificacidn histoldgica de Laurén (Difuso e Intestinal), se utilizd la
prueba de U de Mann-Whitney. El andlisis realizado indicé que no hubo asociacién entre la
expresion relativa del hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p con la metastasis a distancia (p= 0.438),
obteniéndose los valores de mediana para MO (no hay metastasis) y M1 (Metdstasis a distancia) de
0.033 yde 0.007, y de rango intercuartilico de 0.290 y de 0.060, respectivamente (Fig. 10A). Por otra
parte, tampoco se encontrd asociacion de la expresidon relativa de hsa-miR-335-5p con la
Clasificacidn histolégica de Laurén (p= 0.715). Los valores de las medianas para Intestinal y difuso
fueron de 0.018 y 0.033 y los rangos intercuartilicos fueron de 0.244 y 0.127, respectivamente (Fig.
10B).
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Fig. 10. El hsa-miR-335-5p no presenta asociacion con variables clinico-patoldgicas nominales de los pacientes con CaG.
Graficos de dispersidn de puntos que muestran la asociacion de la expresidn relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p
con A) metastasis a distancia (MO=sin metastasis o0 M1=metadstasis) y B) clasificacion histoldgica de Laurén (Difuso e
Intestinal). Se indica el Rango intercuartilico (Rl), y la Mediana (Me) de los valores de expresion relativa de hsa-miR-
335/hsa-miR-16 en cada grupo estudiado. Se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney para establecer las diferencias
estadisticas

Para evaluar la correlacion entre los niveles de expresion relativa del hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-
5p en plasma de pacientes con CaG respecto a las variables clinico-patolégicas ordinales, se utilizé
el coeficiente de correlacion de Spearman. El analisis mostré que hubo correlacién positiva baja y
estadisticamente significativa entre la expresion relativa del hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p con
respecto al grado de diferenciacién (r= 0.274; p= 0.042) y el tamafio tumoral (r= 0.295; p= 0.028);
mientras que la expresidn del hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p no mostrd correlacién significativa
con respecto a la invasion a ganglios linfaticos (r= 0.220; p= 0.103), ni con el porcentaje de células
CD54* detectadas en los tejidos tumorales (r= 0.166; p= 0.223). No obstante, la expresion relativa
de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p mostré una correlacion positiva baja con tendencia a ser
significativa en relacién con la clasificacion TNM (r= 0.245; p=0.069) y con el porcentaje de células
troncales CD44*CD24"EpCAM*CD54" obtenidas de los tejidos tumorales (r= 0.252; p= 0.064) (Tabla
4).
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Tabla 4. Correlaciones entre los niveles de expresion relativa del hsa-miR-335-5p en plasma y variables clinico-
patoldgicas de los pacientes con CaG.

Grado de Tamaiio Invasion a Clasificacion %GCSC %Células
diferenciacion Tumoral ganglios TNM (CDA4*CD24'EpCAM CD54+
linfaticos cos4)
Coeficiente de
correlacion de 0.274* 0.295* 0.220 0.245 0.252 0.166
Spearman
Sig. (bilateral) 0.042 0.028 0.103 0.069 0.064 0.223

* La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral)

8.3. Valor diagndstico de Hsa-miR-335-5p como biomarcador no invasivo en CaG.
Con la finalidad de averiguar el posible valor diagndstico de la expresion relativa de hsa-miR-335-
5p/hsa-miR-16-5p en el plasma de pacientes con CaG, se procedidé a realizar un ensayo de
Caracteristica Operativa del Receptor (Curva ROC). De acuerdo con la curva ROC, con un punto de
corte de 0.000073528, se obtuvo un area bajo la curva (AUC) de 0.608, y los valores de sensibilidad
y especificidad dptimas de Hsa-miR-335-5p fueron de 0.615 y de 0.467, respectivamente (Fig. 11),
lo cual indica que el hsa-miR-335-5p presenta un valor diagndstico bajo para ser considerado como

biomarcador no invasivo en CaG.
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Fig. 11. Curva de caracteristica operativas del receptor (ROC) para el valor diagnéstico de hsa-miR-335-5p en plasma
de pacientes con CaG. El AUC de la expresion de hsa-miR-335-5p para el diagndstico de cancer gastrico fue de 0.608
(linea azul). La linea roja indica la diagonal de referencia, o la linea de no discriminacién.
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9. DISCUSION

El cancer gastrico es un problema de salud publica a nivel mundial, en el afio 2020 se estimaron mas
de 1,000,000 de casos nuevos y mas de 700,000 muertes a causa de esta enfermedad, lo que lo
convierte en el quinto cancer diagnosticado con mayor incidencia y la cuarta causa principal de
muerte por cancer en todo el mundo en ambos sexos (GLOBOCAN, 2020). La mayoria de los casos
gue son diagnosticados como CaG, desafortunadamente se detectan en estadios avanzados de la
enfermedad, donde las estrategias de tratamiento convencional son poco efectivas, resultando en
bajas tasas de supervivencia (<20% a 5 afios), principalmente debido al desarrollo de metastasis,
considerada una de las principales causas de mortalidad asociada a este tipo de cancer (Guan, 2015).
Una gran variedad de moléculas que se inducen en el TME participan en el desarrollo de la
metastasis (Rosette et al., 2005; Sokeland & Schumacher, 2019). En este contexto, diversos estudios
han demostrado una correlacion importante entre la expresion de CD54 y la progresidn a metastasis
en adenocarcinoma de pulmédn, cancer gdstrico, cdncer de mama, melanoma y carcinoma oral de

células escamosas, entre otros (Bui et al., 2020).

Se ha estipulado que la presencia de subpoblaciones de células tumorales denominadas Células
Troncales Cancerosas (CSCs, del inglés cancer stem cells), presentes en el estroma del tumor,
favorecen el rapido crecimiento, desarrollo de metdastasis y resistencia a los tratamientos (Xu et al.,
2015; Li et al., 2014). Nuestro grupo de trabajo caracterizé la presencia de células troncales de
cancer gastrico con un fenotipo ampliado (CD44*CD24'EpCAM*CD54*: GCSC) en tumores de
pacientes con esta neoplasia. En contraste, en tejidos gastricos de sujetos sin CaG, se identificaron
poblaciones celulares con el fenotipo CD44*CD24"EpCAM*CD54, sugiriendo que las subpoblaciones
celulares CD44*CD24*EpCAM*CD54": GCSC pueden tener un papel importante en la fisiopatologia
de la enfermedad al favorecer el crecimiento tumoral, la metastasis y resistencia a los tratamientos
(Tesis de maestria Gomez-Gallegos, 2017: manuscrito en proceso). Por tal motivo, resulta
importante comprender los mecanismos que regulan la expresién de CD54. En este sentido,
multiples estudios han demostrado que su regulacion puede ser tanto a nivel pre/postranscripcional
como a nivel epigenético. Curiosamente, muchos estudios han reforzado la participacién de
diferentes miRNAs en la regulacién de la expresion de CD54 (Bui et al., 2020). Tomando en cuenta
que la funcién de los miRNAs es regular la expresidén génica a nivel postranscripcional, y que los
patrones de expresion de estas moléculas en los biofluidos, se asocian con condiciones

fisiopatoldgicas y pueden servir como biomarcadores no invasivos en enfermedades como el cancer,
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en el presente estudio se evalud la presencia de miRNAs dirigidos a CD54 en el plasma de pacientes
con CaG y su asociacion con variables clinico-patolégicas. Para ello, se realizd una revision en la
literatura y se consultd en las bases de datos GeneCards® y miRBase para identificar a miRNAs que
tuvieran como blanco a CD54. De acuerdo con los algoritmos de prediccidn que manejan estas bases
de datos, se encontré que los miRNAs: hsa-miR-335-5p, hsa-miR-3186-3p, hsa-miR-3975 y hsa-miR-

1256 presentaron los valores de prediccion mas altos para unirse al mRNA de CD54.

Al analizar la presencia de los 4 miRNAs seleccionados en el plasma de 30 pacientes con CaG y 30
donadores sin CaG, se encontrd que solo el hsa-miR-335-5p amplificd en 26 muestras plasmaticas
de pacientes con CaG y 30 de donadores sin CaG. De manera interesante se encontré que la
expresion relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p fue significativamente mayor en muestras
plasmaticas de pacientes con CaG que en donadores sin CaG (p=0.047). Asimismo, se observé que
la expresién relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p presentd una correlacion positiva baja y
significativa con las variables clinico patoldgicas ordinales relacionadas con el grado de
diferenciacion (r= 0.274; p= 0.042) y el tamafo tumoral (r= 0.295; p= 0.028); y una tendencia a
correlacionar con la clasificacion TNM (r= 0.245; p= 0.069) y con el porcentaje de células troncales
CD44'CD24"'EpCAM*CD54" obtenidas de los tejidos tumorales de los pacientes con CaG estudiados
(r=10.252; p=0.064). Por otro lado, con la finalidad de averiguar el posible valor diagndstico de la
expresion relativa de hsa-miR-335-5p en el plasma de pacientes con CaG, se realizd un andlisis de
Caracteristica Operativa del Receptor (Curva ROC), en donde se obtuvo un area bajo la curva (AUC)
de 0.608, y valores de sensibilidad y especificidad éptimas de 0.615 y de 0.467, respectivamente. Lo
cual podria otorgar un valor diagndstico bajo (60.8%) para poder discriminar entre pacientes con

CaG y donadores sin CaG.

Los hallazgos obtenidos en este estudio, parecen estar acorde con la hipétesis planteada, de que el
plasma de pacientes con CaG, en cuyos tejidos tumorales se hayan encontrado subpoblaciones
celulares con fenotipo CD44*CD24*'EpCAM*CD54*, presenten miRNAs que regulen la expresién de
CD54 y tengan asociacidn con variables clinico-patoldgicas de la enfermedad, particularmente con

variables ordinales, como se mencioné anteriormente.

La expresidn de hsa-miR-335-5p en tejidos tumorales y en el plasma ha sido controversial, puesto
que ésta puede ser diferente entre varios tipos de cancer e incluso en diferentes etapas del mismo

cancer, por lo que esta caracteristica puede ser de utilidad en el diagndstico y prondstico del cancer
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(Luo et al., 2016). En el caso particular de CaG, se ha encontrado que la expresidon de hsa-miR-335-
5p es disminuida en lineas celulares y tejidos de CaG en comparacién con los controles normales (Li
et al., 2014). Lo cual podria asociarse con mayor contenido de CD54 reportado en tumores de CaG
respecto al de tejidos normales (Tang et al., 2017; Jung et al., 2020). Sin embargo, estos datos
contrastan con los resultados obtenidos en el plasma de pacientes con CaG reportados por el grupo
de Yan et al., 2012, quienes encontraron que los niveles altos de hsa-miR-335-5p en el plasma de
pacientes con CaG correlacionaron con tumores de alta recurrencia y pobre sobrevida. De hecho,
estos pacientes habian pasado por varios ciclos de quimio y radioterapia, promoviendo
probablemente una seleccién de clonas resistentes a estos tratamientos. Asimismo, reportaron que
hsa-miR-335-5p estd involucrado en la mayoria de las vias de sefializacién oncogénicas, como p53,
MAPK, TGF-b, Wnt, ERbB, mTOR, receptor tipo Toll, adhesion focal, y que estas alteraciones en las
vias de seializacidn, especialmente la via p53, podria afectar razonablemente el resultado clinico,
incluido el riesgo a la recurrencia de CaG (Pan et al., 2009). Las correlaciones encontradas en nuestro
estudio, entre los niveles de hsa-miR-335-5p/ hsa-miR-16-5p en el plasma de pacientes con CaG con
las variables clinico patoldgicas, parecen estar acorde con los datos obtenidos por Yan et al., 2012,
debido a que la gran mayoria de los pacientes estudiados tuvieron tumores de gran tamafio (T3-T4),
con pobre grado de diferenciacion (GII-Glll), estadio tumoral avanzado (IVA-IVB) e invasion a
ganglios (N2-N3). Asimismo, se encontrd que en algunas muestras tumorales de estos pacientes se
detectaron porcentajes importantes de células troncales con fenotipo CD44*CD24*EpCAM*CD54",

de acuerdo a los datos del Apéndice 2 (pag. 64).

Por otro lado, la sobreexpresién de hsa-miR-335-5p ha sido asociada con el desprendimiento de las
células tumorales, por ejemplo, en las células tumorales MDA-MB-436 y MDA-MB-231 de cancer de
mama, se ha reportado que la sobreexpresién de hsa-miR-335-5p inhibe significativamente la
formacion de mamosferas (Polytarchou et al., 2012). De hecho, la actividad funcional de hsa-miR-
335-5p para inhibir la expresion de mRNA de CD54, ha sido reportada en células de cancer de
tiroides, en donde se demostrd que podria actuar sobre la regién 3’-UTR del mRNA de CD54 (Luo et
al., 2018). Asimismo, se ha reportado que la regulacidon al alza de hsa-miR-335-5p inhibe
significativamente la formacién de colonias celulares y el crecimiento independiente del anclaje,
pero no afecta la proliferacion celular en células BE (2)-C de neuroblastoma (Qiao et al., 2013). Este
fenédmeno facilitaria, en consecuencia, el que las células cancerosas se diseminan a los érganos

secundarios al desprenderse del tumor primario y luego ingresar a la circulacion. Estas células
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tumorales circulantes (CTC) luego atraviesan sitios distales para formar lesiones metastdsicas
(Seyfried & Huysentruyt, 2013; Pantel & Brakenhoff, 2004). Interesantemente, la evidencia
emergente indica un papel potencial de CD54 en la regulacién de ambos procesos, puesto que
ademas de favorecer el desprendimiento de las células del tumor primario por su baja expresion (en
donde la alta expresién de hsa-miR-335-5p pueda estar participando), y en la formacion de grupos
de células tumorales-polimorfonucleares que viajan en circulacién (Szczerba et al., 2019). En
nuestro estudio encontramos que la expresion relativa de hsa-miR-335-5p fue significativamente
mayor en el plasma de pacientes con CaG que en los de donadores sin CaG, no obstante seria
importante considerar analizar el nivel de expresién de hsa-miR-335-5p en el entorno del tumor,
para determinar su influencia en la desregulacién de CD54 en las células que forman parte del frente
invasor del tumor, asi como en las poblaciones de las células con fenotipo
CD44*CD24*EpCAM*CD54": GCSC, para contrastar dicha expresion. Sin duda, resulta importante
considerar en un estudio prospectivo un mayor nimero de muestras plasmaticas de pacientes con
CaG de diferentes etapas de desarrollo de CaG, puesto que la mayoria de las muestras de las
pacientes utilizadas en esta fase | de estudio fueron de etapas avanzadas (lll y IV), asi como de
donadores sin CaG para tener una mayor perspectiva de la medicién del hsa-miR-335-5p con valor

clinico para el diagnéstico general, no invasivo, rapido y cuantitativo de CaG.
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10. CONCLUSION

El presente estudio tuvo como finalidad conocer la expresién de miRNAs en el plasma de pacientes
con CaG que pudieran estar relacionados con la presencia de CD54, el cual forma parte de los
marcadores fenotipicos diferencialmente expresados en células tumorales de pacientes con CaG.
De manera interesante se encontré que la expresion relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p fue
significativamente mayor en muestras plasmaticas de pacientes con CaG que en donadores sin CaG
(p= 0.047). Asimismo, se observd que la expresion relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p
presentd una correlacion positiva baja y significativa con las variables clinico patoldgicas ordinales
relacionadas con el grado de diferenciacion (r= 0.274; p= 0.042) y el tamafio tumoral (r= 0.295; p=
0.028). Finalmente, en este trabajo se encontrd que el hsa-miR-335-5p mostro valores de 61.5% de
sensibilidad y 46.7% de especificidad, considerdndose como un biomarcador de bajo valor

diagnodstico [AUC=0.608] para discriminar entre pacientes con CaG y donadores sin CaG.

11. PERSPECTIVAS

Analizar la expresion relativa de hsa-miR-335-5p/hsa-miR-16-5p en un mayor nimero de muestras
plasmaticas de pacientes con CaG de diferentes etapas de desarrollo de CaG, puesto que la mayoria
de las muestras de los pacientes utilizados fueron de etapas avanzadas (Il y IV), asi como de
donadores sin CaG para tener una mayor perspectiva del valor prondstico de miR-335-5p como

biomarcador en CaG.
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13. APENDICE 1

Interpretacion del coeficiente de correlacion de Spearman. Tomado y modificado de Martinez-Rebollar & Campos, 2015.

Valor de Rho

-1
-0.0a-0.99
-0.7 a-0.89
-0.4a-0.69
-0.2a-0.39
-0.01a-0.19

0
0.01a0.19

0.2a0.39
0.4a0.69
0.7a0.89
0.0a0.99
1

Significado

Correlacion negativa grande y perfecta
Correlacion negativa muy alta
Correlacion negativa alta
Correlacion negativa moderada
Correlacion negativa muy baja
Correlacion negativa muy baja
Correlacion nula

Correlacion positiva muy baja
Correlacion positiva baja
Correlacion positiva moderada
Correlacion positiva alta
Correlacion positiva muy alta

Correlacion positiva grande y perfecta
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14. APENDICE 2

Valores de expresion relativa de hsa-niR-335-5p y variables clinico-patoldgicas de pacientes con CaG incluidos en el
estudio.

Paciente Expresion Invasion a Grado de Tamaiio Estadio %GCSC %Células
relativa ganglios diferenciacién tumoral TNM (CD44*CD24 CD54+
hsa-miR-335-5p linfaticos *EpCAM*CD
54%)

1 1 N2 Gl T4b IVa 1.70 0.10
2 0.8937509 NO Gl T4b IVa 2.10 0.50
3 0.0199825 N1 Gl T4a IVa 0.98 2.20
4 0.03544471 N3 Gll T4a 1] 0.05 0.00
5 0.38023 N3 Gl T4a IVb 1.70 0.10
6 0.089447 N3 Gl T4b IVa 0.97 1.00
7 0.05270097 N1 Gl T4a 1] 0.64 1.10
8 0.0501653 N3 Gll T4a IVb 0.01 1.10
9 0.3078627 NO Gll T3 1B 1.10 1.40
10 0.23994738 N2 Gl T4b IVa 1.90 0.00
11 0 N3 Gl T4b IVb 1.87 1.90
12 0.34737059 NO Gl T1 | 1.63 3.00
13 0 NO Glll T1 | 1.72 1.20
14 0.03143415 N1 Gl T4b IVa 2.23 0.00
15 0 N3 Glll T4a IVb 1.01 1.10
16 0.02955859 N2 Gl T3 1 1.51 0.90
17 0.0769321 N3 Glll T4a IVb 2.34 1.00
18 0 N3 Glll T4a IVb 2.11 0.48
19 0.055257 N3 Glll T4b IVb 1.89 0.78
20 0 N1 Glll T4b IVa - 1.56
21 0 NO Gl T3 1B 2.11 0.45
22 0.00817369 N3 Glll T3 IVb 0.20 0.67
23 0 N2 Glll Tab IVa 0.81 0.32
24 0 NO Gl T1 | 1.99 0.30
25 0.0075787 N1 Glll T3 IVb 1.87 0.56
26 0.0001471 N2 Glll T4a IVb 1.87 1.20
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