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RESUMEN

RESUMEN

“Biopsias liquidas: herramientas moleculares para
identificar nuevos biomarcadores candidatos para
mejorar el diagnoéstico y/o prondstico del cancer
de prostata asociado al sindrome metabdlico”

El cdncer de prdstata (CaP) es el cancer mds comun y la quinta causa de muerte por
canceres en hombres a nivel mundial. En Argentina, el CaP es el cancer con mayor
incidencia en hombres. Los factores de riesgo asociados a esta enfermedad son la edad,
la raza y la historia familiar. Sin embargo, la dieta y el estilo de vida resultan factores
claves en la biologia y tumorigénesis del CaP. El sindrome metabdlico (SM) es un
desorden fisiopatoldgico que se caracteriza por la presencia de al menos 3 de 5 factores
de riesgo metabdlico: obesidad visceral, triglicéridos elevados, bajos niveles de
colesterol HDL, hipertensién y niveles elevados de glucemia en ayunas. Un reciente
meta-analisis reveld que el SM esta asociado con un peor prondstico, un aumento de la
agresividad tumoral y una mayor tasa de recurrencia de los pacientes con CaP.
Asimismo, varios estudios de nuestro grupo demostraron que la alimentacién crénica
de ratones con una dieta grasa (DG) genera un estado similar al SM, que impacta en el
tejido adiposo y la expresidon de diversos genes y miRNAs, aumentando el desarrollo y la
progresion. El PSA es el biomarcador de deteccién por excelencia en el CaP. Sin embargo,
no es especifico del CaP, y sus niveles se ven aumentados ante distintas afecciones no
cancerosas como hiperplasia prostatica benigna (HPB) y prostatitis. Por lo tanto, surge
en la clinica la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores mas robustos para la
deteccién del CaP. Los miRNAs son moléculas pequenas de RNA no codificante que
tienen la capacidad de circular en fluidos corporales tales como la sangre. El objetivo de
este trabajo de tesis fue identificar miRNAs biomarcadores candidatos para la deteccién
temprana del CaP. En primer lugar, a partir de modelos pre-clinicos se investigé el efecto
de la DG sobre el perfil de expresion y mecanismo de accién de los miRNAs en el CaP
utilizando modelos animales y humanos. Luego, se enrolaron pacientes con CaP y

voluntarios sanos (VS) sin enfermedades oncoldgicas en distintos hospitales. Mediante
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microarreglos de expresion y miRNA-Seq se identificaron 29 miRNAs aumentados en el
plasma de pacientes con CaP respecto a VS. Estos resultados se validaron mediante la
técnica de RT-gPCR en una cohorte de 133 (n CaP= 65y n VS =68) pacientes y de manera
in-silico en una cohorte de 564 (n CaP= 282 y n VS= 282) pacientes. Finalmente,
utilizando un modelo logistico se identificd una combinacidon de 5 miRNAs que detecta
el CaP con una sensibilidad del 91,17%. Esta herramienta generada en este trabajo
podria ser utilizada en la clinica como método rutinario en el control urolégico anual de
pacientes, sumdandose al PSA y el examen digital rectal (DRE) mejorando la deteccién y

el manejo del CaP.

Palabras claves: Cancer de prostata, dieta grasa, biomarcadores, miRNAs, deteccion

temprana



ABSTRACT

ABSTRACT

“Liquid biopsies: molecular tools to identify new
candidate biomarkers to improve the diagnosis
and/or prognosis of prostate cancer associated

with metabolic syndrome”

Prostate cancer (PCa) is the most common cancer and the fifth leading cause of cancer
death worldwide in men. In Argentina, PCa is the cancer with the highest incidence in
men. The risk factors associated to this disease are age, race and family history.
However, diet and lifestyle are key factors in the PCa biology and tumorigenesis.
Metabolic syndrome (MeS) is a pathophysiological disorder characterized by the
presence of at least 3 of 5 metabolic risk factors: visceral obesity, high triglycerides, low
levels of HDL cholesterol, hypertension, and high fasting blood glucose levels. A recent
meta-analysis revealed that MeS is associated with a worse prognosis, increased tumor
aggressiveness, and a higher rate of recurrence in patients with PCa. Likewise, several
studies by our group demonstrated that chronic feeding of mice with a high fat diet
(HFD) generates a similar state to MeS, which impacts in the adipose tissue and also in
genes and miRNAs expression, increasing tumor development and progression. PSA is
the gold standard detection biomarker in PCa. However, it is not PCa specific, and its
levels are increased in different non-cancerous conditions such as benign prostatic
hyperplasia (BPH) and prostatitis. Therefore, the need arises in the clinic to find new and
more robust biomarkers for PCa detection. MiRNAs are small non-coding RNA molecules
that have the ability to circulate in body fluids such as blood. The aim of this thesis was
to identify candidate biomarker miRNAs for the early detection of PCa. Firstly, from pre-
clinical models, HFD effects on the expression profile and mechanism of action of
miRNAs in PCa was investigated using animal and human models. Then, patients with
PCa and healthy donors (HD) without oncological diseases were enrolled in different
hospitals. Using microarrays and miRNA-Seq, 29 increased miRNAs were identified in
the plasma of PCa patients compared to HD. These results were validated using RT-qPCR

technique in a cohort of 133 (n PCa= 65 and n HD=68) patients and in a in-silico cohort
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of 564 (n PCa= 282 and n HD= 282) patients. Finally, using a logistic regression model, a
combination of 5 miRNAs that detect PCa with a 91,17% of sensitivity was identified.
The tool generated in this thesis could be used in the clinic as a routine method in the
annual urological control of patients, in addition to PSA and digital rectal examination

(DRE), improving the detection and management of PCa.

Keywords: Prostate cancer, high fat diet, biomarkers, miRNAs, early detection
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Caracteristicas del cancer de prostata

El cdncer es una enfermedad multifactorial que consiste en el crecimiento anormal y
desmedido de las células de un individuo, que se dividen de manera desregulada y
adquieren la capacidad de invadir tejidos proximos y/o distantes al lugar de origen. El
proceso de tumorigénesis, el cual se caracteriza por la transformaciéon de una célula
normal a una célula maligna, se desarrolla en varias etapas por medio de una
acumulacién de defectos en los circuitos regulatorios de las células, alterando su
proliferacion y homeostasis. Aquellas caracteristicas claves compartidas por todos los
tipos de cénceres que les permiten sobrevivir, proliferar y diseminarse han sido
ampliamente estudiadas en las ultimas décadas (Hanahan & Weinberg, 2011). Dentro
de las mismas se encuentran: autoabastecimiento y mantenimiento de sefiales
proliferativas, inmortalidad replicativa, insensibilidad a sefiales inhibitorias de
crecimiento, resistencia a muerte celular programada, induccidn de la angiogénesis y

activacion de procesos de invasion y metdstasis.

El cancer de préstata (CaP) ocurre cuando las células de la glandula prostatica adquieren
la capacidad de crecimiento descontrolado e invasién a nuevos tejidos. En su mayoria,
esta enfermedad se presenta de forma latente e indolora sin ocasionar sintomas
clinicos. Cuando la enfermedad progresa se torna mas agresiva disemindandose a los
tejidos cercanos como vejiga, vesicula seminal y recto y/o metastatiza a los nédulos

linfaticos, hueso, pulmdn u otros érganos (Schulz et al., 2003).

El CaP es considerado multifocal ya que los tumores primarios a menudo contienen
multiples focos histoldgicos independientes que suelen ser genéticamente distintos
(Shen & Abate-Shen, 2010). Sin embargo, analisis moleculares y citogenéticos mostraron
gue multiples metastasis en el mismo individuo estan relacionadas clonalmente, lo que
indica que el CaP avanzado seria monoclonal. Estos resultados sugieren que el CaP
metastdsico surge de la seleccidn de clones individuales durante la progresion de la
enfermedad, como asi también como consecuencia de intervenciones terapéuticas que
atacan diferencialmente células de potencial maligno variable (Shen & Abate-Shen,
2010). Por esta razén, la heterogeneidad del CaP es relevante para entender vy

diferenciar entre un CaP latente o mas agresivo (CaP clinicamente detectable) y la
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correlacién entre la progresiéon del CaP y la edad. Si bien el CaP de es una enfermedad
de hombres mayores, estudios a partir de muestras de prdstatas de hombres sanos
jévenes de entre 20 y 40 afos, han mostrado focos histoldgicos de CaP, lo que sugiere
que la iniciacion del CaP ocurriria en edades relativamente tempranas. En base a estas
evidencias, se propone a la glandula prostatica como sitio de multiples eventos de
transformacién neoplasica, de los cuales muchos sélo daran lugar a un CaP latente que
no progresara a una enfermedad clinicamente detectable (Shen & Abate-Shen, 2010).
En particular, la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) ha sido asociada en los ultimos
afios con la tumorigénesis prostatica temprana (Figura 1). La PIN es una hiperplasia
ocasionada por un incremento en la proliferacion de las células epiteliales. Ademas de
la hiperplasia epitelial luminal, la PIN se caracteriza por una reduccion en las células
basales, agrandamiento de nucleos, atipia nuclear e hipercromasia citoplasmatica. Por
lo tanto, a diferencia del cancer de préstata cuyas células portan marcadores de células
basales, en la PIN se reduce el nimero de células basales (Schulz et al., 2003; Shen &
Abate-Shen, 2010). La PIN de bajo grado (LGPIN) evoluciona a una PIN de alto grado
(HGPIN) la cual ha sido propuesta como la principal lesién precursora del
adenocarcinoma de prostata (De Marzo et al., 2016) (Figura 1). Sumado a esto, la HGPIN
muestra una marcada elevacién de marcadores de proliferacion celular (Shen & Abate-
Shen, 2010). Tal como se mencioné anteriormente, el CaP suele ser multifocal y en gran
parte de ellos la mayoria de los focos de cancer latentes no sufren eventos de activaciéon
criticos que conducen a un CaP clinico o permanecen bajo supresion activa suficiente
para mantener estos focos en un estado subclinico, dando como resultado un CaP
indolente. Sin embargo, en otros casos, estos focos sufren cambios que llevan a un CaP

clinicamente evidente (Shen & Abate-Shen, 2010).
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Figura 1: Esquema representativo de las etapas de desarrollo del CaP. Se muestran las etapas
de progresidn, junto con los procesos moleculares y genes/vias que probablemente sean

significativas en cada etapa (Extraido de Shen & Abate-Shen, 2010).

A diferencia de otros tumores epiteliales, como el cdncer de mama, el CaP carece de
subtipos histopatoldgicos distinguibles que difieran en su prondstico o respuesta al
tratamiento. La gran mayoria de los CaP corresponden a adenocarcinomas acinares que
expresan al receptor de andrégenos (AR), mientras que otros subtipos de CaP como el
adenocarcinoma ductal, el carcinoma mucinoso y el carcinoma de células en anillo de

sello, son extremadamente raros (Shen & Abate-Shen, 2010).

El CaP se clasifica en cuatro estadios de acuerdo a la agresividad creciente del tejido
(Figura 2). Muchos de los CaP corresponden a estadios | y Il, gue son aquellos carcinomas
gue conservan un patrén de crecimiento indolente, donde las células tumorigénicas se
encuentran confinadas a la glandula prostatica. Sin embargo, se estima que un tercio se
vuelve localmente invasivo, siendo un estadio lll, donde las células tumorales se
extienden mas alld de la cdpsula del tejido, hacia las vesiculas seminales. El estadio IV se
caracteriza por la presencia de metastasis en los ganglios linfaticos locales y érganos
distales, principalmente en hueso ocasionando lesiones osteoliticas que causan dolor y
reducen la movilidad y calidad de vida de los pacientes, como asi también en higado y
pulmén (Schulz et al., 2003);; www.cancer.gov). Las metdastasis del CaP rara vez son

accesibles para el estudio, pero en general suelen ser indiferenciadas.
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Figura 2: llustracidn de la localizacion del tumor de préstata y su propagacion a lo largo de las

diferentes etapas a las distintas regiones del organismo (Extraido del Instituto Nacional del

Alo largo de la progresion, la mayoria de los canceres de prdstata expresan el AR, donde
una deplecién de andrégenos disminuye la masa tumoral, probablemente por induccién
de apoptosis y detencidn del crecimiento. Basado en estos conocimientos, el principal
tratamiento para los CaP en estadios | a lll resulta ser la terapia hormonal, también
llamada ablacién de andrdgenos. Durante los primeros afos de tratamiento los

pacientes responden de manera satisfactoria, sin embargo luego de un tiempo, las
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células tumorales pueden volverse resistentes al tratamiento y proliferar de manera
descontrolada en ausencia de andrégenos. Cuando esto ocurre se dice que se ha llegado
a un estadio final de la enfermedad, llamado cédncer de prostata independiente a
andrdégenos o resistente a la castracion (Castration Resistant Prostate Cancer — CRPC).
En este estadio los tratamientos utilizados tienden Unicamente a mejorar la calidad de
vida del paciente, ya que aun no se han identificado terapias eficaces para prolongar

sustancialmente la sobrevida de los mismos (Schulz et al., 2003).

El cdncer de prostata también puede clasificarse segln sus caracteristicas histolégicas a
través de diferentes grados de Gleason. Este sistema se basa en la designacién de un
grado de 1 a 5 al patrén histolédgico mas representativo del tumor y a la segunda
morfologia histoldgica mas predominante, y luego ambo grados son sumados vy

reportados como el grado de Gleason del tumor (Gleason, 1966).

Incidencia y mortalidad del cancer de prostata

La tasa de mortalidad y la incidencia del CaP se encuentran disminuyendo desde 1990 a
nivel mundial (Siegel et al., 2016). Sin embargo, el CaP es a nivel mundial el segundo
cancer mas frecuente y la quinta causa de muerte por cancer en hombres (Sung et al.,
2021)(Figura 3). En particular, en Argentina el CaP resulta ser el cancer con mayor
incidencia (Figura 4) y la tercera causa de muerte por cancer en hombres (Sung et al.,

2021) (Figura 5).
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Figura 3: Distribucidn de casos y muertes para los 10 tipos de canceres mds comunes en 2020
en hombres a nivel mundial. El area del gréfico circular refleja la proporcién del nimero total
de casos o muertes; canceres de piel no melanoma (excluyendo el carcinoma de células basales

para la incidencia) se incluyen en la categoria “otros”. GLOBOCAN 2020 (Sung et al., 2021).
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Figura 4: Tasas de incidencia por cancer en varones y mujeres segun principales localizaciones
tumorales en Argentina. Tasas ajustadas por edad por 100.000 habitantes. GLOBOCAN 2020
Adaptado de (Sung et al., 2021).

14




INTRODUCCION |CAPITULO 1

Pulmon

Mama

Colon - Recto
Prostata
Cervicouterino
Pancreas
Estémago
Rifion

Esofago
Higado
Leucemias
Ovario

Vejiga
Sist.Nervioso Central

.

Linfoma no Hodgkin

A=
o
o

R
o
o

8,00 12,00 16,00 20,00 24,00
TAE por 100.000 habitantes

m Varones m Mujeres

Figura 5: Tasas de mortalidad por cancer en varones y mujeres segun principales localizaciones
tumorales en Argentina. Tasas ajustadas por edad por 100.000 habitantes. GLOBOCAN 2020
Adaptado de (Sung et al., 2021).

Considerando que en Argentina y en el mundo el CaP sigue siendo un problema
importante de salud publica, profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares
que llevan al desarrollo de esta enfermedad permitira identificar nuevos

biomarcadores para mejorar el diagnéstico y el sequimiento de los pacientes.

Etiologia del cancer de préstata

La etiologia del CaP es multifactorial. Como se menciond anteriormente, el CaP es una
enfermedad clinicamente heterogénea, donde la mayoria de los hombres tienen un CaP
de crecimiento lento o indolente mientras que algunos tienen una forma agresiva de la
enfermedad. La heterogeneidad clinica, en parte, se ve reflejada en la etiologia

subyacente de dicha enfermedad, ya que varios factores de riesgo muestran distintas
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asociaciones para la enfermedad indolente en comparacién con la letal (Pernar et al.,
2018). Los factores de riesgo influyen en la patogenia del CaP, desde el inicio hasta la
metastasis y muerte. Los factores de riesgo establecidos para la incidencia total del CaP
resultan ser factores conocidos como innatos o enddgenos. Dentro de ellos se
encuentran la edad avanzada, la raza (Los afroamericanos tienen la tasa mas alta de CaP,
seguidos por los caucasicos y por ultimo los asidticos con la mds baja) y antecedentes de
CaP en la historial familiar (Matsushita et al., 2020; Pernar et al., 2018). Sumado a esto,
estudios recientes asociados al genoma completo (GWAS) han mostrado evidencia de

una predisposicion genética al CaP (Pernar et al., 2018).

Por otro lado, varios factores exdégenos o ambientales tales como la dieta, la obesidad y
el tabaquismo, entre otros, estan asociados con la forma agresiva y letal del CaP (Tabla

1) (Matsushita et al., 2020; Pernar et al., 2018).

Tabla 1: Evidencia de factores de riesgo asociados con el CaP avanzado o letal (Pernar et al.,

2018).

Risk factor Strength of evidence
Increased risk

Taller height Strong
Lipid levels Possible
Obesity Strong
Smoking Strong
Dairy, calcium Possible
Decreased risk

Physical activity Strong
Coffee Limited
Tomatoes Probable
Fish Possible
Vitamin D Possible
Statins Probable

En este trabajo de tesis nos focalizaremos en los factores de riesgo ambientales, en

particular en la dieta y aquellos que producen alteraciones metabdlicas.

Numerosas evidencias determinaron que la dieta y los nutrientes pueden actuar como
un factor de riesgo sumamente importante para el desarrollo y progresiéon del CaP.

Estudios en animales han reportado que ciertos nutrientes, incluyendo grasas,
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proteinas, carbohidratos, vitaminas (A, D y E) y polifenoles, estan involucrados en la
patogénesis y progresion del CaP a través de varios mecanismos, entre ellos la
inflamacidn, efectos antioxidantes y efectos en hormonas sexuales (Tabla 2) (Matsushita

et al., 2020).

Por otro lado, también es necesario considerar las interacciones y sinergias entre los

factores nutricionales para determinar los efectos de las dietas sobre el CaP. En

I “ III

particular, el “patrén occidental” se caracteriza por un mayor consumo de carnes rojas,
carne procesada, papa y productos lacteos ricos en grasas, mientras que el “patrén
prudente” se compone por un mayor consumo de verduras, frutas, legumbres y

pescado.

Estudios recientes compararon el riesgo de padecer CaP segln los patrones dietarios

Ill

mencionados anteriormente (Tabla 2). Se vio que el “patrén occidental” se asociaba con

un mayor riesgo de CaP en hombres japoneses (HR= 1,22, IC del 95 %= 1,00-1,49),

Ill

mientras que el “patrén prudente” fue asociado con una menor incidencia del CaP (HR=
0,71, IC 95%= 0,50-1,02) (Matsushita et al., 2020). En cuanto a la relacion entre el
“patrén occidental” y el CaP, varios estudios epidemioldgicos han encontrado resultados
similares en Argentina, Uruguay, Australia Occidental e Irdn (Ambrosini et al., 2008;
Askari et al., 2014; De Stefani et al., 2010; Niclis et al., 2015). Finalmente, un estudio de

casos y controles de 50 hombres iranies con CaP mostré que el “patrdon prudente” redujo

el riesgo de CaP, similar al estudio en Japdn (Askari et al., 2014).
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Tabla 2: Lista de nutrientes, patrones dietarios y evidencia de su asociacion con el CaP

(Matsushita et al., 2020).

Subject Type Source Examples Risk Reported Mechanisms
IL-6/STAT3 pathway
MDSC, Macrophage
Total fat animalment, Increased PCa risk .mfllt.ratlon
Fat butter GF-I signaling pathway
% Increase in
local androgen
Unsaturated . . Decreased PCa risk Decrease in estradiol,
: Fish, vegetable oil testosterone,
fatty acid (probable)
and androgen receptors
: Animal meat, soy, No change in
Tatalproterh. dairy product, PCa risk ol
Erotein Heterocyclicamine =~ Well-cooked meat  Increased PCa risk - c.ell_, Magrophage
infiltration
. . Increased PCa risk
Dairy product Milk, cheese (probable) N/A
Fruit, rice, Increased PCa risk ; :
Carbohydrate potato, sugar (probable) IGF-I signaling pathway
: z Decrease in androgen
(Xltamlr;A) Tomato Decreased PCa risk metabolism
ycopene Antioxidative effect
VitaminD Fish, dairy product, Decreased PCarisk  Promotion of immune
Vitamin (Calcitoriol) mushroom (controversial) cell differentiation
Anti-inflammatory
VitaminE . No change in PCa ef&.}CtS .
Vegetable oil . . Endoplasmic reticulum
(Tocopherol) risk (controversial)
stress
Antioxidative effect
IGF-I signaling pathway
Catechin Green tea Decreased PCa risk COX-2-mediated
anti-inflammatory effects
Polyphenol Estrogenic effects
Decreased PCa risk An‘t19>.<1dat1ve effgct
Isoflavone Legume Inhibition of tyrosine
(probable) ki
inase
Suppression of NFkB
Western pattern Meat, potato, dairy ~ Increased PCe.i risk N/A
Di product (controversial)
ietary pattern
Prudent pattern Vegetable, frmt, Decreased PC.a risk N/A
legume, fish (controversial)

La relacién entre el tamafio corporal y la incidencia del CaP ha sido ampliamente

estudiada a lo largo de los ultimos afios (Y. Cao & Ma, 2011; Discacciati et al., 2011;

Giovannucci et al., 2007; Maclnnis & English, 2006; Robinson et al., 2008). En particular,

la obesidad se correlaciona positivamente con un alto riesgo de mortalidad y recurrencia

del CaP. En un meta-analisis de seis estudios posteriores al diagndstico de hombres con
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CaP, un aumento de 5 kg/m? en el indice de masa corporal (IMC) se asocié con un 20 %
mas de riesgo de muerte por CaP (Y. Cao & Ma, 2011). De la misma forma, se observé
una asociacion de similar magnitud para el riesgo de recurrencia bioquimica (Pernar et
al., 2018). Asimismo, el sindrome metabdlico (SM), del cual se hablara en el capitulo 2,
también se encuentra asociado a un peor pronéstico, aumento de la agresividad tumoral

y alta tasa de recurrencia bioquimica (Gacci et al., 2017).

De esta forma, considerando la gran prevalencia de la obesidad y del SM en la
poblacion mundial resulta de manera imperiosa entender los mecanismos por los

cuales estos factores impactan en el desarrollo y progresion del CaP.

Diagndstico del cancer de prdéstata

El tamizaje en el caso del CaP, estd compuesto del examen digital rectal (DRE) y el
antigeno prostatico especifico (PSA). El PSA es el biomarcador por excelencia para la
deteccidn, diagndstico, estratificacion del riesgo y seguimiento del CaP. Hace varias
décadas, el PSA ha sido incorporado al tamizaje debido a que proporcionaba una mejor
sensibilidad que sélo el DRE (Pezaro et al., 2014). Sin embargo, el PSA no es especifico
del CaP, y sus niveles se ven aumentados ante distintas afecciones no cancerosas como
hiperplasia prostatica benigna (HPB) y prostatitis (Jingpu Wang et al., 2020). A su vez,
estudios poblacionales han demostrado que los valores de PSA aumentan con la edad,
por lo tanto, un valor de PSA requiere de una interpretacion que tenga en cuenta toda

la situacion clinica del paciente (Pezaro et al., 2014).

El diagndstico del CaP se basa en la evaluacion microscépica del tejido prostatico
obtenido mediante una biopsia con aguja (Litwin & Tan, 2017). De esta manera, un
examen rectal anormal o un PSA elevado resultan en una biopsia de prdéstata. Sin
embargo, debido a la poca especificidad del PSA se han generado una gran cantidad de
biopsias innecesarias. Se encontrd que solo el 25% de los pacientes que tenian valores
anormales de PSA (> 4ng/mL) tenian realmente CaP (Mistry & Cable, 2003). Por lo tanto,
el uso del PSA redujo la mortalidad por CaP en un 20% a expensas de un sobre-

diagnéstico. El sobre-diagndstico de tumores biolégicamente indolentes que no habrian
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causado la muerte del paciente, resulta, también, en un sobre-tratamiento posterior.
Este ultimo, expone a los pacientes a dafios innecesarios relacionados con el
tratamiento (Jingpu Wang et al., 2020). Otras limitantes a la hora del diagndstico del CaP
resultaron ser la naturaleza multifocal de dicha enfermedad y la heterogeneidad clonal
dentro de cada paciente. Sumado a esto y la imposibilidad de muestrear todo el tumor,
es que la informaciéon de una biopsia de un solo tejido suele ser insuficiente y no refleja
la dindmica del tumor en toda la prostata (Jingpu Wang et al., 2020). La mayoria de los
CaP son multifocales con agresividad variable, lo que limita la precisién de las pruebas
genéticas basadas en un Unico foco. Por lo tanto, es necesario muestreos seriales de
lesiones primarias y metastasicas. Sin embargo, esto no siempre es posible debido a la
invasividad de la biopsia en una metastasis y dificultades logisticas para acceder a las

muestras.

Por lo tanto, resulta urgente la eleccion de nuevos biomarcadores para la deteccion
temprana y el diagndstico del CaP de forma poco invasiva. Y mds aun, biomarcadores
que ayuden a la toma de decision del médico en cuanto al tratamiento que recibirad el
paciente, pudiendo asi discriminar entre tumores indolentes y tumores de alto riesgo.
En este trabajo de tesis proponemos identificar nuevos biomarcadores candidatos
para el diagnédstico del CaP a través de la técnica conocida como biopsia liquida, que

se desarrollara mds adelante.
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CAPITULO 2

EL SINDROME METABOLICO
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Caracteristicas del sindrome metabodlico

El sindrome metabdlico (SM) es un grupo de factores de riesgo metabdlicos para la
diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cardiovascular, y estd asociado con una mayor
mortalidad por estas y otras afecciones (Karzai et al., 2016; McGrowder et al., 2012). De
acuerdo a un estudio, aproximadamente entre el 35 % y 39 % de la poblacién adulta en
Estados Unidos tiene sindrome metabdlico con tasas similares en hombres y mujeres

(Golden et al., 2009).

A lo largo de los afios varias organizaciones han planteado diferentes definiciones de
SM, incluyendo a la Asociacién Estadounidense de Endocrindlogos Clinicos (AACE), el
Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR), la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF), el Programa Nacional de Educacién sobre el Colesterol
para el tratamiento de adultos Panel Ill (NCEP —ATPIIl) y la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS). Las distintas definiciones comparten varias similitudes, incluyendo la
presencia de criterios relacionados con la dislipidemia, hipertension, hiperglucemia y
obesidad. Sin embargo, los valores de laboratorio que definen estos criterios y el
numero de criterios positivos necesarios para ser clasificado como SM varian entre las
distintas organizaciones. La AACE, EGIR, IDF y la OMS requieren la presencia de ciertos
criterios, como evidencia de obesidad central, hiperinsulinemia o resistencia a la insulina
para cumplir con su clasificacién de SM, mientras que el NCEP-ATPIIl carece de esta
restriccion. Actualmente la definicién mas utilizada es la provista por el NCEP-ATPIII
porque incorpora los conceptos clave del SM y se basa en estudios de laboratorio de uso
comun disponibles para la mayoria de los médicos (McGrowder et al., 2012). Segun esta
ultima definicidon el diagndstico del SM requiere la deteccién de al menos 3 de los
siguientes 5 pardmetros: obesidad abdominal (circunferencia de cintura >102 cm en
hombres), hipertrigliceridemia (2150 mg/dL), colesterol HDL bajo (< 40 mg/dL en
hombres), presion arterial alta (2130/85 mmHg) y glucemia en ayunas elevada (= 110

mg/dL) (Karzai et al., 2016; McGrowder et al., 2012)) (Figura 6).
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Serum triglyceride
level 2150 mg/dl

Classic metabolic

Serum HDL syndrome (requires Fasting glucose
<40 mg/dl 3/5 criteria) level >110 mg/dl
Waist circumference Blood pressure
>102 cm >130/85 mmHg

Figura 6: Criterios para el diagndstico del SM. Criterios establecidos segun la definicién del

NCEP-ATPIII del 2002 (Karzai et al., 2016).

El sindrome metabdlico y el cancer

Existe en la literatura un conceso que sostiene que los componentes individuales del SM
son factores de riesgo para el cancer. Por lo tanto, se podria inferir que pacientes con
SM, que presentan varios factores de riesgo a la vez, deberian tener un riesgo mayor de
desarrollar cancer que individuos con ninguno o un solo factor asociado. Trabajos
realizados en hombres de entre 20 y 88 afios encontraron que individuos con SM
presentan un incremento en la mortalidad por cancer del 56% comparado con aquellos
que presentan un soélo factor, y un 83% mayor que individuos sin SM (Jaggersa et al.,
2009). Estudios epidemioldgicos similares se han realizado para distintos tipos de

canceres en hombres y en mujeres (Figura 7) (Micucci et al., 2016).
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Figura 7: Asociacion entre el SM vy el riesgo de padecer cancer. Probabilidad de riesgo de
padecer distintos tipos de tumores en hombres (i) y mujeres (ii) en pacientes con y sin SM

Adaptado de (Micucci et al., 2016). Breast PM: cancer de mama postmenopausico.

A pesar de la evidencia epidemioldgica todavia se encuentra en discusion cudles son los

principales mecanismos que vinculan el SM y el cancer.

El sindrome metabdlico y el cancer de préstata

El SM es un factor de riesgo para los hombres con CaP. Por lo tanto, los cambios en el
estilo de vida pueden tratar o incluso prevenir esta afeccion y, de esta forma, alterar el
curso de la progresién del CaP (Karzai et al., 2016). Ademas, los parametros individuales

del SM han sido relacionados con un mayor riesgo de padecer CaP (Karzai et al., 2016).
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Un estudio prospectivo basado en la poblacion de Finlandia, ha demostrado que de 357
hombres que tenian SM segun los criterios de la OMS, 183 desarrollaron algun tipo de
cancery, en particular, 56 de ellos tuvieron CaP. Sumado a esto, un analisis multivariado
mostré que los hombres con SM tenian casi el doble de riesgo relativo de desarrollar
CaP. Ese riesgo fue aun mayor en hombres con sobrepeso u obesidad (Karzai et al.,
2016). Xiang et al. encontrd que el SM se asociaba con un aumento del 36% en la razén
de posibilidades (OR: odds ratio) del grado de Gleason de 7 y un aumento del 37 % en el
riesgo de estadio clinico avanzado (Xiang et al., 2013). En tres estudios analizados, el

SM se asocié con un mayor riesgo de muerte especifica por CaP (Xiang et al., 2013).

En 1997 Andersson et al demostré que las medidas antropométricas (altura y peso) y el
IMC se asociaron positivamente con el riesgo de CaP y se relacionaron mas con la
mortalidad que con la incidencia (Andersson et al., 2012). Un estudio de cohorte
prospectivo reveld que los hombres obesos de 50 a 59 afos tenian un 58% mas de riesgo
de padecer CaP en comparacion con aquellos con un IMC normal. El riesgo de padecer
CaP aumentd tanto por el IMC como por la altura, y los hombres mas altos tenian un
mayor riesgo relativo en comparacién con los hombres mas bajos (Engeland et al., 2003).
Otro estudio prospectivo que involucré hombres suecos con CaP clinico demostré que
tanto el estadio como el grado del CaP estdn directamente asociados con el IMC, los
triglicéridos, la medida de la cintura y la insulina plasmatica en ayunas, e indirectamente

con el colesterol HDL (Hammarsten & Hogstedt, 2004).

Algunos estudios sugieren que los pardmetros del SM también pueden provocar un CaP
mas agresivo y, en particular, que la mortalidad por CaP se vio asociada
significativamente con un nivel mas bajo de colesterol HDL y una alta relacion cintura-

cadera (McGrowder et al., 2012).

Finalmente, estudios preclinicos desarrollados en nuestro laboratorio han demostrado
que el SM asociado a una dieta grasa administrada de manera crénica aumenta el
desarrollo y la progresion del CaP, a través de la modulacion de genes y miRNAs (Dalton

et al., 2019; Massillo et al., 2019, 2020; Porretti et al., 2018).

En resumen, el SM afecta al 25% de la poblacion mundial y se encuentra asociado con

una mayor incidencia y progresion del CaP. Por lo tanto, entender el vinculo de estas

25



INTRODUCCION | CAPITULO 2

dos enfermedades resulta de gran relevancia para el diagndstico y el tratamiento de
este subgrupo de pacientes. En este trabajo de tesis proponemos identificar nuevos

biomarcadores candidatos para el diagndstico de pacientes con SM y CaP.
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CAPITULO 3

BIOSINTESIS DE miRNAs, MECANISMOS
GENERALES DE ACCION Y BIOPSIAS
LIQUIDAS
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Biosintesis y mecanismos generales de accion de los miRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA monocatenario no
codificantes de aproximadamente 21 a 23 nucledtidos de longitud. Los miRNAs tienen
una uridina en su extremo 5' y es parcialmente complementario a las regiones no

traducidas del extremo 3' del RNA mensajero (mRNA) (Vishnoi & Rani, 2017).

La biosintesis de los miRNAs en humanos sigue un proceso de dos pasos con un evento
de escision nuclear y citoplasmatica. En el ndcleo, los miRNAs se transcriben dando lugar
a un transcripto llamado pri-miRNA, ya sea por sus propios promotores o compartiendo
promotores de su gen huésped. La mayoria de los miRNAs se transcriben a partir de
genes de miRNAs especificos, excepto un 30% que proviene de intrones o exones de
genes huésped que codifican para proteinas. Para la mayoria de los miRNAs, entre las
dos RNA polimerasas RNA poll Il y RNA pol Ill, la RNA pol Il es la responsable de la
transcripcion del pri-miRNA. La preferencia por la RNA pol Il resulta por la longitud del
pri-miRNA, que es de 1 kb mds largo que la transcripcidn por la RNA pol lll. El pri-miRNA
tiene una estructura local de stem-loop, que normalmente consta de un tallo de 33-35
pb (11 pb tallo inferior y 22 pb tallo superior) y un bucle terminal flanqueado por
secuencias de RNA monocatenario (ssRNA). Estudios han demostrado que la mayoria de
los pri-miRNAs de mamiferos contienen motivos de secuencia primaria, como el motivo
GU en la unién basal, UGU en la unidn apical y el CNNC rio abajo, que sirven para
posicionar correctamente y dirigir la escision por el complejo microprocesador en el
nucleo. El microprocesador es un heterodimero que estd compuesto por una proteina
llamada Drosha que alberga el sitio activo de la enzima RNasa Il y dos proteinas del gen
8 de laregidn critica del sindrome de DiGeorge (DCGRS; subunidad del microprocesador)
con dominios de unidon a RNA. Este complejo heterodimérico escinde el pri-miRNA en
una posicion especifica ubicada a 11 pb de la unién basal y a 22 pb de la unién superior,
generando un precursor con estructura de horquilla de 60 nucleétidos llamado pre-
miRNA, con 2 nucledtidos sobresalientes en el extremo 3'. Estudios recientes
demostraron que sdlo la regidn del extremo C-terminal de 23 aminoacidos de DGCRS,
gue es la responsable de la unidon de Drosha, es esencial para generar el complejo
microprocesador activo. De esta forma, Drosha dirige practicamente sin ayuda el

reconocimiento del sustrato y la escisiéon, aunque la precisiéon de la escision aumenta
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con DGCR8 de longitud completa. Luego del procesamiento por parte de Drosha, el pre-
miRNA es exportado al citoplasma a través de Exportin 5 (Xpo5), donde finaliza el
proceso de maduracién. Xpo5 forma un complejo transportador con una proteina
nuclear de unién a GTP, RanGTP, y transporta al pre-miRNA al citoplasma. Acto seguido,
el GTP unido se hidroliza, dando como resultado el desarmado del complejo y la
liberacion del pre-miRNA en el citoplasma. Los 2 nucledtidos sobresalientes del pre-
miRNA generado por Drosha, es reconocido por otra enzima RNasa lll, llamada Dicer,
que sirve como “regla” molecular y escinde la estructura del bucle de aproximadamente
22 pb desde el final, dando lugar a un miRNA duplex de 22 nucledtidos

aproximadamente.

El miRNA duplex se carga en la proteina Ago gracias a las chaperonas Hsc70/Hsp90 de
forma dependiente de ATP y por el cofactor TRBP. El dominio N de Ago inicia el
desenrollo del miRNA duplex. Una hebra se retiene para formar el complejo de
silenciamiento inducido por miRNA (miRISC) mientras que la otra se disocia. La seleccién
de la hebra depende, en parte, de las caracteristicas del duplex, la composiciéon de
nucledtidos y el perfil termodinamico del duplex. Ambas hebras muestran el mismo
potencial de silenciamiento génico, pero una de ellas (la hebra guia) suele ser mas
frecuente y biolégicamente activa que la otra (hebra pasajera). EIl miRNA guia al
complejo miRISC para que se dirija a los mRNAs e interfiera con su expresion al inducir
una combinacion de represién traduccional, deadenilacidon y descomposicion del mRNA.
Este proceso ha sido estudiado extensamente durante la dltima década, proponiéndose
varios modelos diferentes. Aunque estos no son mutuamente excluyentes, el mas
prevalente actualmente es el reclutamiento mediado por Ago de una de las tres
proteinas GW182 humanas, TNRC6A/B/C. TNRC6A/B/C interfiere con la estructura de
bucle cerrado formada por elF4G y PABPC entre el cap del mRNA y la cola de poli(A), y
al mismo tiempo recluta el complejo deadenilasa CCR4/NOT. Esto reprime el reciclaje
de los ribosomas en la traduccién, lo que lleva a una reduccion de la produccién de
proteinas y al mismo tiempo desestabiliza al mRNA al recortar la cola de poli(A). Los
miRNAs de animales seleccionan candnicamente sus mRNA blanco en funcién de la
complementariedad de bases entre la secuencia semilla de los miRNAs (2 a 7 nucleétidos

desde el extremo 5') y las regiones en la region 3' no traducible (3' UTR) del mRNA. A su
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vez, los nucledtidos rio debajo de la secuencia semilla, en particular el nucledtido 8y, en

menor medida, del 13 al 16, también contribuyen al reconocimiento del mRNA blanco.

El modelo de silenciamiento mediado por la secuencia semilla, resulta ser un modelo
tradicional y simplificado, que no explica el 100% de los casos, ya que en los Ultimos afios
se han informado en animales mas interacciones de miRNA-mRNA no candnicas. Sin
embargo, la complementariedad de secuencia por parte de la secuencia semilla permite
que un solo miRNA tenga cientos de mRNAs blanco diferentes. Mdas del 60% de los genes
del genoma humano que codifican para proteinas contienen al menos un sitio de unién
a miRNA conservado, lo que hace que los miRNAs sean actores claves en la mayoria de

los procesos bioldgicos y patoldgicos (Daugaard & Hansen, 2017; Vishnoi & Rani, 2017).

Todo el proceso de biogénesis de los miRNAs se encuentra representado en la Figura 8.
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Figura 8: Biogénesis de los miRNAs. La biogénesis de los miRNAs comienza en el ntcleo con la
sintesis de un pri-miRNA mediante la RNA polimerasa Il. Estos transcriptos de mas de 1 Kb
conteniendo un CAP en el extremo 5' y una cola de poli(A) en el extremo 3', son procesados en

fragmentos de 70 nt por el complejo microprocesador, formado por Drosha, una RNAsa de tipo
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Ill, y DGCRS, una proteina de unidn al RNA. Este procesamiento da lugar a la formacién de los
pre-miRNAs, los cuales son exportados al citoplasma por Xpo5. En este compartimento, los pre-
miRNAs son procesados por otra RNAsa de tipo Ill, Dicer, que cliva el bucle terminal de la
horquilla generando fragmentos doble cadena de 19 a 25 nt. Estos fragmentos son reconocidos
por proteinas de la familia Argonauta (Ago1l a 4), las cuales seleccionan la hebra que dard como
resultado el miRNA maduro que funcionara como guia del complejo miRISC principalmente al
extremo 3'UTR de los mRNA blanco. Abreviaturas: DGCRS8: proteinas del gen 8 de la regidn critica
del sindrome de DiGeorge; miRISC: complejo de silenciamiento inducido por miRNA; RNA Pol Il
polimerasa Il; UTR: regiéon no traducible; TRBP: Proteina de unidén a RNA sensible a la

transactivacién. (Daugaard & Hansen, 2017).

Desregulacion de miRNAs en cancer

Gracias al avance en las investigaciones cientificas, en las ultimas décadas, los miRNAs
han surgido como nuevos componentes celulares diferencialmente expresados en
células patoldgicas y normales. Gracias a ello, ha aparecido la posibilidad de tipificar los
distintos tipos de cadnceres a través de los miRNAs. Este procedimiento se basa en la
identificacion de miRNAs expresados especificamente en tejidos tumorales o miRNAs
cuyo nivel de expresién es diferente al presente en tejidos normales (Shah & Shah, 2020;
Smolarz et al., 2022). El perfil de expresion de miRNAs permite determinar el grado de
desarrollo tumoral, generando nuevas posibilidades terapéuticas y permitiendo utilizar

una terapia mas adecuada segun el caso.

La regulacion por miRNAs se lleva a cabo mediante dos funciones: el mantenimiento
homeostatico de la regulacidn génica, que depende en gran medida del tipo celulary la
especificacion del destino celular y la preservacion de la identidad celular a través de
mecanismos de retroalimentacién. Por lo tanto, por ejemplo, en respuesta al estrés, los
cambios en los miRNAs ayudan a las células a adaptarse a las condiciones alteradas de

su microambiente (Shah & Shah, 2020; Smolarz et al., 2022).

En células cancerosas se han observado alteraciones genéticas especificas de miRNAs,
que llevan a una modificacidon en la unién a su gen blanco, procesamiento y cambios

post-transcripcionales en el 3’'UTR del mRNA (Shah & Shah, 2020).
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De acuerdo a la funcion de los miRNAs en el desarrollo tumoral, los miRNAs se clasifican
en: miRNAs supresores tumorales (tsmiR: que inhiben la expresiéon de oncogenes o
genes que inducen la apoptosis) y miRNAs oncogénicos (oncomiRs: que activan la
oncogénesis o inhiben la expresion de genes supresores tumorales). Sin embargo, esta
clasificacién es una simplificacién ya que en el caso de muchos miRNAs el efecto de su

actividad depende de la actividad total de sus genes blanco (Smolarz et al., 2022).

Una disminucién o falta de expresion de miRNAs supresores da como resultado una
mayor expresiéon de genes blanco importantes para la progresidon tumoral, incluyendo
proteinas anti-apoptéticas o factores de transcripcion. Por otro lado, un aumento en la
expresion de miRNAs puede ser producto de una amplificacién en los genes que
codifican para esos miRNAs, como asi también por una biogénesis mas eficiente,
actividad constitutiva de sus promotores o una mayor estabilidad de las moléculas de

miRNAs (Smolarz et al., 2022).

A través de multiples estudios, en los ultimos afios, se ha identificado el papel regulador

de varios miRNAs en distintos tipos de cancer (Tabla 3).
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Tabla 3: Papel regulador de miRNAs en diferentes tipos de cancer (Shah & Shah, 2020).

Type of cancer MicroRNA Effect on CSCs property
Lung miR-34a Inhibitory effect by targeting CD44
miRNA-200b Inhibition of HDAc 1 and Suz-12
Breast Let-7 Inhibits self-renewal and dedifferentiation by targeting RAS and HMGA2

miR-200 family  Inhibits EMT, self-renewal and mammosphere formation

miR-22 Reduces expression of miR-200 family
Leukaemia (AML and MDS) miR-22 Promotes self-renewal
AML — acute myelogenous leukaemia
MDS — myelodysplastic syndrome
Prostate miR-34a Inhibits self-renewal and metastasis by targeting CD44
miR-320 Inhibits Wnt signalling pathway
miR-25 Inhibitory effect by targeting cytoskeleton av- and ab-integrin
Liver miRNA-150 Inhibitory effect by targeting c-Myb
Pancreas miR-200c Inhibitory effect by targeting ZEB1 and E-cadherin
Brain miR-17 Promotes cell proliferation of CD133+
Colon miR-451 Inhibits tumarigenicity and self-renewal bt targeting COX-2

Se han encontrado una serie de miRNAs implicados en el inicio, la progresién vy la
metastasis del cancer. En particular, en cuanto a la progresion celular se reportaron
miRNAs implicados en el ciclo celular, proliferacion y apoptosis celular, angiogénesis,
EMT e invasidon tumoral, desempefiando funciones importantes y complejas en la red

regulatoria del cancer (B. He et al., 2020) (Figura 9).
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Figura 9: miRNAs implicados en la progresiéon del cancer. El aumento o disminucién en la
expresion de los miRNAs (en rojo o verde) influye en el proceso de progresién del cancer (los
marcos y lineas rojos significan que promueven la progresidn del cadncer, mientras que los verdes
significan que inhiben). RASSF9: familia de dominios de asociacién Ras 9; CDK6: quinasa 6
dependiente de ciclina; VEB: virus de Epstein-Barr; BCL-2: linfoma 2 de células B; FasL: ligando
Fas; ADAM17: Desintegrina A y metaloproteinasa 17; PIK3R1: subunidad reguladora 1 de
fosfoinositida-3-cinasa; HIF-1a: factor 1a inducible por hipoxia; VEGF: factor de crecimiento del
endotelio vascular; IFN-y: interferén-y; IRF1: factor regulador de interferén 1; IGF1: factor de

crecimiento similar a la insulina 1 (B. He et al., 2020).

miRNAs vy el cdncer de préstata

En la literatura se ha encontrado que los miRNAs tienen un rol relevante en el desarrollo
del CaP. En particular, se ha visto que se encuentran involucrados en la carcinogénesis,
proliferaciéon celular, apoptosis, induccién de EMT, migracion e invasién celular,
metastasis, respuesta a la radioterapia y la resistencia a la terapia de ablacién
androgénica, entre otros procesos (Fabris et al., 2016; Ghafouri-Fard et al., 2020;
Konoshenko et al., 2021; Luu et al., 2017; Sharma & Baruah, 2019; Thieu et al., 2014). A
su vez, también se ha encontrado que los miRNAs se expresan diferencialmente segin
el grado de Gleason y, mas aun, que el perfil de expresidn de miRNAs permite distinguir
entre tumores mas y menos agresivos (Fabris et al., 2016; Ghafouri-Fard et al., 2020;
Konoshenko et al., 2021; Luu et al., 2017; Sharma & Baruah, 2019; Thieu et al., 2014). A
lo largo del presente trabajo se discutira el rol de los diversos miRNAs estudiados tanto

en el CaP como en distintos tipos de cancer.

Biopsias liquidas y el uso de miRNAs circulantes

El diagndstico del CaP se basa en la evaluacién microscépica del tejido prostatico
obtenido mediante una biopsia con aguja (Litwin & Tan, 2017). De esta manera, un
examen rectal anormal o un PSA elevado resultan en una biopsia de prdéstata. Sin
embargo, debido a la poca especificidad del PSA se han generado una gran cantidad de
biopsias innecesarias. Es por ello que resulta de manera practicamente urgente la

eleccidn de nuevos biomarcadores para la deteccién temprana vy el diagnédstico del CaP.
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Otras limitantes a la hora del diagndstico del CaP resultaron ser la naturaleza multifocal
de dicha enfermedad y la heterogeneidad clonal dentro de cada paciente. Sumado a
esto y laimposibilidad de muestrear todo el tumor, es que la informaciéon de una biopsia
de un solo tejido suele ser insuficiente y no refleja la dindmica del tumor en toda la
prostata (Jingpu Wang et al.,, 2020). La mayoria de los CaP son multifocales con
agresividad variable, lo que limita la precisidon de las pruebas genéticas basadas en un
Unico foco. Por lo tanto, es necesario muestreos seriales de lesiones primarias y
metastdsicas. Sin embargo, esto no siempre es posible debido a la invasividad de la
biopsia en una metastasis y dificultades logisticas para acceder a las muestras (Jingpu
Wang et al., 2020). Como respuesta a este problema, surge la biopsia liquida. La biopsia
liquida, por su naturaleza no invasiva, resulta en una gran herramienta para la deteccién
temprana del cancer, incluso antes de que aparezcan los sintomas (Jiang et al., 2019; Qu
et al., 2011; Jingpu Wang et al., 2020). Dicha tecnologia se basa en el estudio de células
tumorales y acidos nucleicos provenientes de los tumores en fluidos corporales de
pacientes con cancer, permitiendo tener una informacién mas completa sobre el
panorama genético y realizar un seguimiento de la evolucién gendmica a medida que
los tumores progresan (Riaz et al., 2018; Jingpu Wang et al., 2020; Watanabe et al.,
2021). Las biopsias liquidas permiten detectar células tumorales circulantes (CTCs) y
materiales derivados de tumores como DNA, RNA, microRNA, proteinas y péptidos, en
fluidos corporales como sangre, orina, saliva, liquido cefalorraquideo o heces

(Watanabe et al., 2021).

El uso de miRNAs circulantes como biomarcadores

En vista de que los miRNAs resultan ser marcadores del proceso tumoral y pueden ser
detectados a través de procedimientos no invasivos en fluidos corporales (como el
plasma, liquido cefalorraquideo, saliva, orinay liquido seminal), los mismos surgen como
posibles biomarcadores para la deteccidon temprana, diagndstico y prondstico del
cancer. Los miRNAs, a diferencia del mRNA, se caracterizan por su resistencia a las
RNasas enddgenas y exdgenas, pH y temperaturas extremas, en plasma, suero, tejidos
frescos congelados, bloques de parafina y saliva. Dichas moléculas tienen la capacidad

de mantener una alta estabilidad durante un largo periodo de tiempo, incluso a

35



INTRODUCCION | CAPITULO 3

temperatura ambiente. Estas caracteristicas hacen que los miRNAs sean excelentes

biomarcadores desde el punto de vista del diagndstico clinico (Smolarz et al., 2022).

Existen muchas hipdtesis que explican el origen y las propiedades de los miRNAs
circulantes. La primera teoria se basa en la afirmacidn de que la aparicion de miRNAs en
la sangre es una consecuencia de la destruccién celular y se produce como resultado de
una fuga no energética de los miRNAs celulares. Esto ocurre como resultado del dafio
tisular caracteristico de etapas individuales de carcinogénesis, entrada de las células en
inflamacidn, apoptosis o durante la formacion de las metdstasis. La segunda hipdtesis
asume un proceso activo de liberacién de miRNAs de la célula de manera dependiente
de microvesiculas (MV). La ultima teoria habla de la secrecidn activa y selectiva de
miRNAs en forma independiente y libre de MV, que es consecuencia de la respuesta de
las células a diversos estimulos. Las microburbujas son de origen celular y pueden
liberarse de la célula por fusién con la membrana celular. Estas incluyen microparticulas
(MP) (>100 nm de didmetro) y exosomas (50 a 90 nm de didmetro), asi como cuerpos
apoptéticos (AB) mas grandes producidos en respuesta a estimulos apoptdticos. Se han
detectado MV en plasma, orina y otros fluidos corporales. Los exosomas funcionan
como vehiculo para el transporte de miRNAs entre células, que termina afectando la
produccién de proteinas y actividad celular. Una estrategia para estudiar los miRNAs

circulantes es aislarlos a partir de exosomas (Smolarz et al., 2022).

Por otro lado, la alta estabilidad de los miRNAs puede deberse a proteinas de unién a
RNA (RBP) y lipoproteinas. La funcidén de las proteinas de unién a miRNAs no sélo es
protegerlo de la degradacién, sino también participar activamente en el
empaquetamiento controlado de miRNAs especificos en exosomas y su exportaciéon

fuera de la célula (Smolarz et al., 2022).

En la Figura 10, se representan los miRNAs circulantes que han sido propuestos como

potenciales biomarcadores en varios tipos de canceres.
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Figura 10: miRNAs circulantes como potenciales biomarcadores en el cancer. Las flechas

indican los niveles de expresion (Smolarz et al., 2022).

Antecedentes del laboratorio en investigacion con miRNAs

En el laboratorio donde se llevd a cabo la presente tesis, se han realizado diversos
estudios sobre el rol del SM en la progresién del CaP y el cdncer de mama, asi como

también el estudio de diversos miRNAs y su rol en la tumorigénesis y metastasis.

C-terminal Binding Protein (CTBP1) es un factor que reprime la expresidon de genes
supresores tumorales y es activado por su unién al NAD+/NADH. Nuestro grupo fue el
primero en determinar que CTBP1 controla la transcripcién del gen supresor tumoral
BRCA1 en el CaM. A partir de estos hallazgos y debido a que CTBP1 es una proteina que
se activa en condiciones de alta energia (alto NADH), en nuestro laboratorio se generé
un modelo murino para estudiar el efecto de la activacion de CTBP1 sobre el desarrollo
del CaP y cdncer de mama. Para ello, ratones nude fueron alimentados con una dieta
enriquecida en grasa (DG) la cual aumentd el NADH intratumoral e indujo un estado
similar al SM. El silenciamiento de la expresidon de CTBP1 disminuyd drasticamente el
crecimiento tumoral de mama y de prdéstata respecto a los tumores con expresion
control de CTBP1 Unicamente en los animales que tenian un estado similar al SM,

validando de ésta manera nuestra hipétesis (Dalton et al., 2019; De Luca et al., 2016;
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Farré et al., 2018). Por lo tanto, CTBP1 surge como una proteina que asocia el desarrollo

de estos tipos de canceres y el SM.

Utilizando microarreglos de expresion de mRNA y herramientas bioinformaticas, se
encontré que CTBP1 modula la expresidon de genes involucrados en vias de adhesion y
comunicacion celular, apoptosis y procesos metabdlicos. Ademas, se realizaron
microarreglos de expresiéon de miRNAs a partir de xenotransplantes obtenidos por
inyeccion de células tumorales de préstata o de mama que tienen silenciada la expresién
de CTBP1 o células control en animales con SM. Estos estudios permitieron describir por
primera vez que CTBP1 es capaz de modular la expresién de multiples miRNAs en CaP y
el cancer de mama que regulan procesos relacionados con la progresion y el desarrollo

del cancer (Dalton et al., 2019; De Luca et al., 2016; Farré et al., 2018).

Mas recientemente, se generd un modelo murino no inmunodeficiente de SM y CaP.
Este modelo permitié determinar que el SM aumenta el crecimiento tumoral de
alotransplantes murinos de préstata y que estos ratones tenian una mayor cantidad de
tejido adiposo, hipertrofia de adipocitos, mayor densidad de estructuras en forma de
corona e induccion de la expresidén de genes y miRNAs que regulan la inflamacién y la
adipogénesis, lo cual lleva a un fenotipo pro-inflamatorio, una caracteristica importante
del SM (Massillo et al., 2019). Estos resultados describen un nuevo mecanismo por el
cual el tejido adiposo asociado al SM aumenta el crecimiento tumoral prostatico. En otro
trabajo del grupo se observé que CTBP1 y la DG aumentaron la migracién y
disminuyeron la adhesién celular, las metdastasis a pulmdn y la enfermedad neoplasica

en el higado modulando la expresion de diversos genes y miRNAs (Farré et al., 2018).

En resumen, en los Ultimos afios nuestro laboratorio se focalizd en la investigacion
acerca del rol de los miRNAs en modelos animales asociados al SM y cancer, lo cual
permitio, en este trabajo de tesis comenzar a trabajar en la deteccién de miRNAs en
circulacidon en ratones para posteriormente pasar a ensayos clinicos, adaptando las

técnicas ya utilizadas previamente en el laboratorio.

38



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

39



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente trabajo de tesis se basa en la siguiente hipdtesis: el estudio de miRNAs
especificos del tejido adiposo (TA), su liberacion y su interaccion con las células
tumorales de préstata permitira por un lado entender el mecanismo por el cual el SM
aumenta el desarrollo y la agresividad del CaP, y por otro lado, facilitara la
identificacion de candidatos a biomarcadores utiles para el diagnédstico del CaP
asociado al SM. La identificacidn, estudio, caracterizacion y validacion de estos
miRNAs permitira generar en el futuro nuevos biomarcadores para el diagnéstico y/o

prondstico de estas enfermedades.

En base a esto, el objetivo general de este trabajo de tesis es identificar y estudiar la
funcion de miRNAs que puedan ser utilizados como biomarcadores para mejorar el

diagndstico y/o prondstico del CaP en pacientes con SM.
Los objetivos especificos propuestos son:

Objetivo 1. Identificar nuevos biomarcadores de diagnostico y/o prondstico para el

CaP insensible a andrégenos y el SM.

En este trabajo de tesis proponemos desarrollar un modelo murino con CaP insensible
a andrégenos y SM para luego, utilizando técnicas de biologia molecular, determinar el
perfil de expresién de miRNAs en los tumores, tejido adiposo (TA) y sangre periférica de
esos modelos animales. Ademas, utilizando herramientas de bioinformatica y bases de
datos de repositorios publicos estableceremos la relevancia de los biomarcadores

identificados en muestras humanas.

Objetivo 2. Identificar nuevos biomarcadores de diagnostico y/o prondstico para el

CaP sensible a andrégenos y el SM.

Para ello proponemos desarrollar un modelo murino con CaP sensible a andrégenos y
SM para luego determinar el perfil de expresion de miRNAs en los tumores, tejido
adiposo (TA) y sangre periférica de esos modelos animales. Ademas, al igual que en el
objetivo 1, utilizando herramientas de bioinformatica y bases de datos de repositorios
publicos estableceremos la relevancia de los biomarcadores identificados en muestras

humanas.
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Objetivo 3. Establecer y validar miRNAs circulantes en sangre de pacientes con CaP

como biomarcadores candidatos para la deteccion de esta enfermedad

Previamente hemos desarrollado un microarreglo de expresion de miRNAs circulantes
en pacientes con CaP. En este proyecto de tesis proponemos establecer nuevos
biomarcadores utilizando la técnica de miRNA-seq y validar los resultados del
microarreglo de expresion y del miRNA-seq en un nimero mayor de pacientes y
voluntarios sanos para determinar la fuerza de los miRNAs identificados como
candidatos a biomarcadores. Asimismo, proponemos validar estos resultados utilizando

bases de datos de repositorios publicos.
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CAPITULO 1

LINEAS CELULARES, EXPERIMENTOS IN
VIVO Y MICROARREGLOS DE EXPRESION
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Condiciones de crecimiento de las lineas celulares

La linea celular murina de CaP sensible a andrégenos TRAMP-C1 (ATCC: CRL-2730) se
cultivé en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO)
suplementado con 0,25 Ul/ul de insulina recombinante humana (Lilly). La linea celular
humana de CaP insensible a andrégenos PC3 (ATCC: CRL-1435) fue cultivada en medio
RPMI 1640 (Invitrogen). Todas las lineas fueron suplementadas con 10% suero fetal
bovino (SFB) y antibidticos (100 U/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina y 0,5
ug/ml de anfotericina) y se crecieron en estufa a 37°C con una atmésfera humeda de

CO2 5%.

Experimentos in vivo

Modelo murino de xenotransplantes de CaP y SM en ratones inmunosuprimidos

Ratones machos NOD scid gamma (NSG) de 4 semanas de edad (N=12) gentilmente
cedidos por el laboratorio de la Dra. Claudia Lanari, se mantuvieron en condiciones libres
de patdgenos de acuerdo a las normas de cuidado del bioterio del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental (IBYME). El protocolo fue aprobado por el CICUAL del IBYME
con fecha 30/06/2017, numero de protocolo 019/2017. Los animales fueron
aleatorizados en 2 grupos y se alimentaron ad libitum durante 20 semanas con una DC
(n=6) o una DG (n=6) generada por el agregado de grasa bovina a los pellets en una
proporcion 30%. La DG presenta un valor energético de 4520 Kcal/kg mientras que la DC
3120 Kcal/kg. Los animales se pesaron una vez por semana utilizando balanza digital. Al
cabo de 16 semanas de dieta, los animales fueron inoculados s.c. con 4,5x10° de células
PC3 en el flanco izquierdo del animal. Se midié el tamafo tumoral de los
xenotransplantes tres veces por semana, utilizando un calibre digital y el volumen
tumoral se calculé utilizando la férmula: 0,523 x ancho? x largo, donde el ancho
representa la dimensién de menor tamano del tumor. Luego de 4-6 semanas post-
inoculacién, cuando el tamafio de los xenotransplantes generados fue alrededor de
1500 mm?3, los animales se sacrificaron y se obtuvieron, por un lado, sangre de manera
intracardiaca, y por otro lado muestras de tumor, pulmén e higado. La sangre fue
colectada en tubos conteniendo 60 pL de EDTA 0.5M (pH=8), luego se centrifugd para

obtener el plasma, para la posterior extraccidon de miRNAs circulantes. Los tejidos fueron
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sumergidos en formalina 10% para el posterior analisis histopatoldgico y, por otro lado,
los tumores fueron inmediatamente sumergidos en Tri-Reagent (Molecular Research
Center) y congelados a -80°C para su posterior extraccién de RNA total como se detalla

en el siguiente capitulo.

Modelo murino de alotransplantes de CaP y SM en ratones no-inmunodeficientes

Ratones machos C57BL/6J de 6 semanas de edad (N=12) se mantuvieron en condiciones
libres de patégenos de acuerdo a las normas de cuidado del bioterio del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IBYME). El protocolo fue aprobado por el CICUAL del
IBYME con fecha 30/06/2017, nimero de protocolo 019/2017. Los animales fueron
aleatorizados en 2 grupos y se alimentaron ad libitum durante 20 semanas como se
comentd anteriormente. Al cabo de 12 semanas de dieta, se determinaron parametros
metabdlicos tales como los niveles de glucosa y colesterol en ayunas en suero vy,
posteriormente, los animales fueron inoculados s.c. con 5x10° de células TRAMP-C1 en
el flanco izquierdo del animal. El volumen tumoral se determiné como se describid
anteriormente. Los animales se sacrificaron en la semana 20 de dieta y se colectaron

muestras de tumor, pulmén, higado, tejido adiposo y sangre.

En cuanto a los parametros metabdlicos, la determinacién de la glucemia en ayunas en
sangre fue realizada una semana antes de la inyeccidén de las células tumorales por el
Stan “Evaluacién de los efectos bioldgicos de insulinas: Test de tolerancia a la insulina”
brindado por la Dra Victoria Lux (STAN IBYME-CONICET Cddigo: ST5221). Por otro lado,
por cuestiones de tiempo y para evitar un aumento en el estrés de los animales, la
determinacion de los niveles de colesterol en ayunas en suero se realizd una semana
después de la inyeccién de las células tumorales a partir sangre obtenida de la punta de
la cola del raton que se dejo coagular para separar la fraccidn plasmatica del suero

(Colestat enzimatico AA, Wiener Lab).

Microarreglos de expresion de miRNAs

Se hibridaron microarreglos de expresién de miRNAs con el RNA total aislado de
tumores TRAMP-C1 DC o DG usando Tri-Reagent (Molecular Research Center). La
concentracion y la pureza de los miRNAs se evaluaron utilizando NanoDrop 2000,

teniendo en cuenta que el 10 % de la concentracion que arroja el NanoDrop corresponde
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a la cantidad de miRNAs como se indica en Garcia-Elias et al., 2017. Los miRNAs
obtenidos de los alotransplantes de CaP se hibridaron con microarreglos de expresién
de miRNAs GeneChip® miRNA 4.0 Array (Affymetrix), que poseen 1908 miRNAs de raton
diferentes que corresponden a todos los miRNAs publicados hasta la fecha. La
hibridizacion de los miRNAs se llevd a cabo en el servicio técnico a terceros del IFEVA
(Facultad de Agronomia, UBA). Para el analisis de la expresion de miRNAs, se emplearon
los paquetes Limma y pd.mirna.4.0 del proyecto R/Bioconductor. Para el andlisis de
expresion diferencial, se utilizd el método de producto de rango para datos no
apareados de dos clases y una tasa de descubrimiento de veces (FDR) < 0,05 (Breitling

et al., 2004).
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CAPITULO 2

METODOS PARA EL ANALISIS DE LA
EXPRESION DE mRNA Y miRNAs
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Aislamiento de RNA total y miRNAs

A partir de tejido

El aislamiento del RNA total (incluidos los miRNAs) a partir de tejidos se realizé a partir
de las muestras sumergidas en Tri-Reagent como se menciond anteriormente. Al
momento de la extraccién, los mismos fueron descongelados y homogeneizados dando
tres pulsos de 10 segundos a maxima potencia utilizando un homogeneizador PRO 200
(PRO Scientific). Los homogenatos obtenidos fueron incubados a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Luego se llevd a cabo el aislamiento del RNA como lo detalla el
fabricante, incubando las muestras alrededor de 16 horas en isopropanol a -20°C, para
favorecer el precipitado de RNA pequefios como ser los miRNAs. El pellet de RNA total
se secd a 60°C en intervalos de a 5 minutos hasta que los restos del etanol utilizado para
los lavados se hubiera evaporado completamente, se resuspendio en 60 ul de H20 libre
de RNAsas, incubando las muestras durante 10 minutos a 55-60°C. El RNA se conservo
a -80°C luego de evaluar la concentracién y la pureza del mismo con NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).

Para la extraccién de RNA total proveniente de tejido adiposo (TA), después de la
homogeneizacién, se realizd una centrifugacién a 12000 g durante 10 min a 4°C para
eliminar el exceso de lipidos que forma una capa en la superficie del homogenato. A
continuacion, se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo y se continud con el paso

de separacién de fases como lo detalla el fabricante.

A partir de plasma (miRNAs circulantes)

El aislamiento de RNA total (incluidos los miRNAs) proveniente de plasma de ratones o
de pacientes y VS se realizd utilizando Tri-Reagent (Molecular Research Center). A 200
ul de plasma se le agregaron 10 fmoles de un miRNA sintético (spike in = cel-miR-39-3p)
y luego se le adicionaron 600 ul de Trireagent. Se homogeneizd, se incubd a temperatura
ambiente por 5 minutos y luego se agregaron 120 pl de cloroformo. Se agité
vigorosamente durante unos segundos y luego se incubd a temperatura ambiente
durante 2 a 3 minutos. Luego de la incubacidn, se centrifugd a 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Luego se tomaron 350 ul de la fase acuosa, se le agregd 300 pl de

isopropanol y se incubaron las muestras por aproximadamente 16 horas a -20°C. Al dia
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siguiente, se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se descartd el
sobrenadante y se realizaron 2 lavados con etanol 75% frio centrifugando luego de cada
lavado a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Luego de los lavados, se dejd secar el pellet
a 55-60°C durante unos minutos hasta que el etanol se hubiera evaporado
completamente. Se resuspendio el pellet en 22 ul de agua libre de RNAsas y se incubd
durante 10 minutos a 55-60°C. Las muestras luego se conservaron a -80°C. La
concentracion y pureza en este caso no se evalud, dado que, al ser concentraciones muy

bajas, el NanoDrop no llega a analizar la muestra con certeza.

Analisis de la expresion de miRNAs por Stem-loop RT-qPCR

Stem-loop RT-gPCR para miRNAs en tejido

La retrotranscripcion se realizé utilizando el método Stem-Loop descripto en Chen et al
(C. Chen et al., 2005) y el kit M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA). El cDNA se
sintetiz6 a partir de 100 ng de RNA total, con una relacion A260/A280 (pureza respecto
de proteinas) mayor a 1,8 y una relacién A260/A230 (pureza respecto de compuestos
orgdnicos) mayor a 1,6. Se mezclaron el RNA, agua libre de RNAsas y una mix de hasta 6
primers stem-loop especificos para cada miRNA (Tabla 4) (se utiliza 1 ul de cada primer
STEM especifico 1 uM), los cuales se utilizan para alargar el producto original de 22 a 60
nt (Figura 11), y se incubaron a 70°C por 5 minutos. Luego se agregd una mix de 5 pl de
Buffer 5X especifico para la enzima, 1 pul de dNTPs 10 mM y 1 pl de la enzima RT. Se
incubd luego durante 30 minutos a 16°C, paso clave para la técnica de stem-loop, luego

60 minutos a 42°C para la sintesis y 5 minutos a 70°C para inactivar la enzima.

Para realizar la qPCR, se utilizaron 1 o 2 pl de cDNA puro o diluido (1/40) obtenido
mediante la RT, que se amplificaron en una mezcla de reaccién 0.2 pl de EasyTaq DNA
Polymerase 5U/ul (TransGen Biotech Co.), 2.5 ul de Buffer de reaccidén 10x, 1.25 ul de
una mix de oligos Fw especifico y Rv universal 2 uM, 0.5 pl de dNTPs 10 mM, 0.25 ul de
SYBR Green (Sigma) y agua ROUX hasta completar un volumen total de reaccién de 25
ul. La reaccién de PCR se llevé a cabo en un equipo StepOne Plus (Applied Biosystems)
o en un equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). El programa de

amplificacién se detalla a continuacion:
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94°C 2 min
95°C 15 seg
T annealing 20 seg
72°C 25 seg 40 ciclos
Lectura fluorescencia

Curva de “melting” de 60 a 95°C + 0,3° cada 6 seg

Cada reaccion de gPCR se realizé por duplicado y la temperatura de annealing utilizada

para los miRNAs se detalla en la Tabla 4.
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Tabla 4: Lista de oligos utilizados para la técnica de Stem-loop RT-qPCR a partir de tejido.

Secuencia (5'-3")

RT-Stem-loop-Rv TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT -
RT-hsa-miR-19b-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCAGTT =
RT-hsa-miR-19b-3p Fw GGCGGTGTGCAAATCCATGC 65
RT-hsa-miR-320a-5p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCCGG =
RT-hsa-miR-320a-5p Fw GGCGGGCCAACACAACCCGGA 65

RT-hsa-miR-101-3p-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTTCAGT

RT-hsa-miR-101-3p Fw

CGCGCGTACAGTACTGTGATA

RT-hsa-miR-3613-3p-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCGGT

RT-hsa-miR-3613-3p Fw

CCGGCCACAAAAAAAAAAGCCCA

RT-hsa-miR-1207-5p-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCCCCTC

RT-hsa-miR-1207-5p Fw

GGCGGTGGCAGGGAGGCTGG

RT-hsa-miR-5095-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCGGT

RT-hsa-miR-5095 Fw

GGCGCTTACAGGCGTGAACC

RT-hsa-miR-2277-5p-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGACTGG

RT-hsa-miR-2277-5p Fw GGCGGAGCGCGGGCTGAGCGCTG 65
RT-hsa-miR-4497-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGCCCAG =
RT-hsa-miR-4497 Fw CGCGCTCCGGGACGG 65
RT-hsa-miR-320e-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCCTTCT -
RT-hsa-miR-320e Fw GCGCGGAAAGCTGGGTTG 65
RT-hsa-miR-4532-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCCGG -
RT-hsa-miR-4532 Fw GAGACCCCGGGGAGC 65
RT-hsa-miR-4668-5p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGACAAA -
RT-hsa-miR-4668-5p Fw GGCGGAGGGAAAAAAAAAAGGA 65
RT-hsa-miR-30b-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGCTGAG -
RT-hsa-miR-30b-5p Fw CCGCGCTGTAAACATCCTACAC 70
RT-hsa-miR-221-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGAAACC =
RT-hsa-miR-221-3p Fw GGCGGAGCTACATTGTCTGCTG 65
RT-hsa-miR-195-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGCCAAT =
RT-hsa-miR-195-5p Fw GGGGGGTAGCAGCACAGAAAT 65
RT-hsa-miR-21-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCAACA -
RT-hsa-miR-21-5p Fw CGGGGGGTAGCTTATCAGACTG 65
RT-hsa-miR-16-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCCAA -
RT-hsa-miR-16-5p Fw GGCCCGTAGCAGCACGTAAATA 65
RT-mmu-miR-133a-3p-STEM |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAGCTG -
RT-mmu-miR-133a-3p Fw CGGGCGGTTTGGTCCCCTTCAAC 65
RT-mmu-miR-1a-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACATACAT -
RT-mmu-miR-1a-3p Fw CGGGCGGTGGAATGTAAAGAAG 67
RT-mmu-miR-29¢c-3p-STEM _ |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTAACCG =
RT-mmu-miR-29¢c-3p Fw GCGGCGGTAGCACCATTTGAA 62
RT-mmu-miR-18a-3p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAGAAG &
RT-mmu-miR-18a-3p Fw GTCTACTGCCCTAAGTGCTC 65
RT-mmu-miR-148a-3p-STEM |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACACAAAG -
RT-mmu-miR-148a-3p Fw GGTATTCAGTGCACTACAG 62
RT-mmu-miR-223-3p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTGGGGT -
RT-mmu-miR-223-3p Fw GGGCGGCTGTCAGTTTIGTC 65
RT-hsa-miR-191-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAGCTG -
RT-hsa-miR-191-5p Fw GCGGCAACGGAATCCCAAAAG 70

RT-hsa-miR-103a-3p-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCATAG

RT-hsa-miR-103a-3p Fw

GGGGAGCAGCATTGTACAGGG

RT-miR-Cel39-STEM

GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAAGCT

RT-miR-Cel39 Fw

CGGGGTCACCGGGTGTAAATC
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Figura 11: Stem-loop RT-gPCR. A) miRNA maduro (azul). A-H) Las lineas celestes muestran el
limite de la secuencia del miRNA maduro dentro de las secuencias "extras" afiadidas para
realizar la RT y gqPCR. Las puntas de flecha indican las direcciones de polimerizacién. B) 6
nucledtidos del primer stem-loop hibridan con el miRNA maduro. RT: retrotranscriptasa. Cy D)
primera cadena de cDNA luego de la polimerizacién (C) y luego de la desnaturalizacion por calor
(D). E) El primer forward afiade 5 nucleétidos. F) segunda cadena de cDNA. G) El primer reverse
universal hibrida con la secuencia del stem-loop. H) Producto de PCR definido por los extremos

5 de los primers forward y reverse (Kramer, 2011).

El calculo de los niveles de expresidn de los miRNAs analizados se realizé por el método
del delta-CT (AACT), normalizando los niveles de expresidon del miRNA de interés al miR-

103a-3p o a la media geométrica del miR-191-5p y miR-103a-3p como se indicara en
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cada gréfico. Para ello, utilizando el programa StepOne Software v2.3, se determind el
ciclo al cual cada muestra alcanzé el umbral de fluorescencia automatico del programa
(CT) (Current Protocols in Molecular Biology). Cabe destacar que el umbral automatico
del programa asegura que, en ese umbral, todas las muestras se encuentren en la fase
exponencial de amplificacion. Para cada muestra analizada, se determiné el promedio
de los valores de CT para el miRNA a evaluar (X) y para el miRNA de expresién
constitutiva (miRNA control de carga: miR-103a-3p o media geométrica del miR-191-5p
y miR-103a-3p) de la siguiente manera:

CT, + CT,

T =
r 2

La diferencia en los valores de CT del miRNA X y del miRNA de expresidn constitutiva
para cada muestra determina el primer delta-CT (ACT). Esto se resume en la siguiente

expresion:

ACT = M — CTonirnA control de carga

Finalmente, debido al exponente natural de gPCR, los valores son transformados a
medidas relativas a los niveles de expresion del miRNA X de cada muestra normalizado

con el miRNA constitutivo de la siguiente manera:

— 9—ACT
Exprelativa =2

ow_n

Finalmente se calculd el valor promedio y desvio estandar de este valor obtenido en “n

réplicas bioldgicas.

En todos los casos se corrio el control negativo NRT (pool de RNA de todas las muestras
de ratones) que habia sido incubado en las condiciones de la reaccién de RT, pero en

ausencia de la enzima retrotranscriptasa.

Stem-loop RT-gPCR para miRNAs circulantes

La retrotranscripcién se realizé utilizando el método Stem-Loop descripto en Chen et al
(C. Chen et al., 2005) y el kit M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA). A diferencia de
lo descripto para el tejido, en el caso de miRNAs circulantes, el cDNA se sintetizé a partir
de 4 pl de RNA total. Luego, se mezcld el RNA con agua libre de RNAsas y una mix de

hasta 6 oligos stem-loop especificos para cada miRNA (Tabla 5) (se utiliza 1 pl de cada
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primer STEM especifico), los cuales se utilizan para alargar el producto original de 22 a
60 nt (Figura 11), y se incubaron a 70°C por 5 minutos. Posteriormente se agregd una
mix de 4 pl de Buffer 5X especifico para la enzima, 1 pl de dNTPs 10 mM y 1 ul de la
enzima RT. A continucacién, se incubé durante 30 minutos a 16°C, paso clave para la
técnica de stem-loop, luego 60 minutos a 42°C para la sintesis y 5 minutos a 70°C para

inactivar la enzima.

Para realizar la gqPCR, se utilizéd 1 ul de cDNA puro, 3.5 pl de agua ROUX, 0.5 ul de una
mix de oligos Fw especifico del miRNA que se quiere detectar y Rv universal que se
aparea con el stem-loop y 5 ul de la mix FastStart Universal SYBR Green Master (ROCHE).
La reaccidn de PCR se llevd a cabo por duplicado en un equipo CFX96 Touch Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad). El ciclado de amplificacion se detalla a continuacidn:

50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15 seg
T annealing 15 seg
60°C 1 min 40 ciclos
Lectura fluorescencia
72°C 1 min
Curva de “melting” de 60 a 95°C + 0,3° cada 6 seg
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Oligo Secuencia (5'-3") T ann (°C) \
RT-Stem-loop-Rv TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT -
RT-hsa-miR-19b-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCAGTT -
RT-hsa-miR-19b-3p Fw GGCGGTGTGCAAATCCATGC 65
RT-hsa-miR-101-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTTCAGT -
RT-hsa-miR-101-3p Fw CGCGCGTACAGTACTGTGATA 62
RT-hsa-miR-3613-3p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCGGT -
RT-hsa-miR-3613-3p Fw CCGGCCACAAAAAAAAAAGCCCA 65
RT-hsa-miR-1207-5p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCCCCTC -
RT-hsa-miR-1207-5p Fw GGCGGTGGCAGGGAGGCTGG 65
RT-hsa-miR-2277-5p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGACTGG -
RT-hsa-miR-2277-5p Fw GGCGGAGCGCGGGCTGAGCGCTG 65
RT-hsa-miR-4532-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCGCCGG -
RT-hsa-miR-4532 Fw GAGACCCCGGGGAGC 65
RT-hsa-miR-4668-5p-STEM |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGACAAA -
RT-hsa-miR-4668-5p Fw GGCGGAGGGAAAAAAAAAAGGA 65
RT-hsa-miR-221-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGAAACC -
RT-hsa-miR-221-3p Fw GGCGGAGCTACATTGTCTGCTG 65
RT-hsa-miR-21-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCAACA -
RT-hsa-miR-21-5p Fw CGGGGGGTAGCTTATCAGACTG 65
RT-mmu-miR-133a-3p-STEM |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAGCTG -
RT-mmu-miR-133a-3p Fw CGGGCGGTTTGGTCCCCTTCAAC 65
RT-mmu-miR-1a-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACATACAT -
RT-mmu-miR-1a-3p Fw CGGGCGGTGGAATGTAAAGAAG 67
RT-mmu-miR-29¢-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTAACCG -
RT-mmu-miR-29c-3p Fw GCGGCGGTAGCACCATTTGAA 62
RT-mmu-miR-18a-3p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAGAAG -
RT-mmu-miR-18a-3p Fw GTCTACTGCCCTAAGTGCTC 65
RT-mmu-miR-223-3p-STEM  |GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTGGGGT -
RT-mmu-miR-223-3p Fw GGGCGGCTGTCAGTTTGTC 65
RT-hsa-miR-101-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTTCAGT -
RT-hsa-miR-101-3p Fw CGCGCGTACAGTACTGTGATA 62
RT-hsa-miR-214-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACACTGCC -
RT-hsa-miR-214-3p Fw GCGACAGCAGGCACAGACAG 62
RT-hsa-miR-324-3p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAGCAGC -
RT-hsa-miR-324-3p Fw GTCTGCCACTGCCCCAGG 65
RT-hsa-miR-181d-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACACCCAC -
RT-hsa-miR-181d Fw GGGCGAACATTCATTGTTGTCGG 65
RT-hsa-let-7a-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAACTAT -
RT-hsa-let-7a-5p Fw CGCGCTGAGGTAGTAGGTTGTG 65
RT-hsa-let-7¢-5p-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAACCAT -
RT-hsa-let-7¢-5p Fw CGGCGTGAGGTAGTAGGTTGTG 65
RT-miR-Cel39-STEM GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCAAGCT -
RT-miR-Cel39 Fw CGGGGTCACCGGGTGTAAATC 65

El calculo de los niveles de expresion de los miRNAs analizados se realiz6 mediante el

método del AACT como se menciond anteriormente, normalizando los niveles de

expresion del miRNA de interés al cel-miR-39-3p. En todos los casos se corrié el control

negativo NRT (pool de RNA de todas las muestras de pacientes y voluntarios) que habia

sido incubado en las condiciones de la reaccién de RT, pero en ausencia de la enzima

retrotranscriptasa. Finalmente se calculd el valor promedio y desvio estandar de este

valor obtenido en “n” réplicas bioldgicas.
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Analisis estadistico y representacion grafica de los resultados

Todos los experimentos fueron analizados como se indica en cada caso utilizando los
programas GraphPad 8.0.1 y RStudio 1.4.1106. La significancia estadistica fue del 5% en
todos los casos. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el uso del software R
version 4.0.5., utilizando las librerias indicadas en el préximo capitulo. Los graficos
representan el promedio de los experimentos realizados con su desvio estandar
normalizado al control o la distribucion de las muestras utilizando boxplots graficando
la mediana y los rangos intercuartilicos, seglin corresponda en cada caso. Para evaluar
normalidad y homogeneidad de varianzas se utilizaron Shapiro-Wilks y el test de Levene
respectivamente. En caso de cumplirse los supuestos, se utilizé la Prueba T-Student, en

caso contrario Mann-Whitney, Wilcoxon o el test de la mediana fueron utilizados.
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CAPITULO 3
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Diseno del estudio y enrolamiento de individuos

Se enrolaron pacientes con CaP y voluntarios sanos (VS) entre enero del 2017 y
diciembre del 2021. Los Comités de Etica de las instituciones revisaron y aprobaron la
recolecciéon de muestras de sangre y la recopilacién de datos clinicos y patoldgicos de
los pacientes y VS. El estudio se condujo de acuerdo a los principios éticos para
investigacion médica delineados en la Declaracién de Helsinki, y se obtuvieron
consentimientos informados (Cl) firmados de todos los pacientes y VS. Se establecieron
y aprobaron los protocolos clinicos con el Instituto Fleming (CABA) (25/06/2019) y
Hospital Municipal de Vicente Lopez “Prof. Dr. Bernardo Houssay” (GBA) (19/04/2021)
para enrolar pacientes con diagndstico de CaP. Los criterios preestablecidos de inclusién
para el estudio fueron: Pacientes de cualquier edad con diagndstico de adenocarcinoma
de prdéstata documentado con o sin informe de anatomia patolégica, que no hayan sido
sometidos a cirugia y/o terapia (quimioterapia o radiacion). El estadio tumoral de los
pacientes con CaP se establecié de acuerdo al grado de Gleason (Gleason, 1966). Por
otro lado, se establecieron protocolos para VS en el Hospital Militar Central Dr. Cosme
Argerich (CABA) (7/07/2017). Los criterios de inclusidn fueron hombres mayores de 18
afios que no poseen diagnostico previo o actual de cancer. Luego de la firma del Cl el/la
médico/a interviniente completé un anexo con datos filiatorios y clinicos de los
pacientes y VS y extrajo una muestra de sangre. Las muestras de sangre se obtuvieron
por puncién venosa (un minimo de 8 ml y hasta un maximo de 15 ml), la cual se colocé
en tubos estériles libres de RNAsas que contenian 1 mL de EDTA 0.5 M pH 8. Las
muestras fueron transportadas con triple envoltorio al IBYME. Una vez que las muestras
arribaron al laboratorio de Oncologia Molecular y Nuevos Blancos Terapéuticos, se
procedid a la codificacidn de las mismas. La codificacién de las muestras se llevé a cabo
por el responsable a cargo de la investigacion basica, que cambid en forma totalmente
confidencial, el nombre, apellido y DNI del paciente por un cddigo alfa-numérico
previamente disefiado. A partir de dicho momento los demas investigadores o
colaboradores que tuvieron acceso a dichas muestras no accedieron a la identidad de
cada paciente. Unicamente el responsable clinico y el responsable cientifico tuvieron
acceso a la base de datos completa. Luego, se aisld el plasma mediante centrifugacién

de la sangre a 2000 rpm durante 10 minutos, se alicuotaron las muestras y almacenaron
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a -70 °C bajo llave. Se separaron a los pacientes y VS en distintas cohortes: una cohorte
exploratoria, donde se incluyd el suero de 11 pacientes con CaP y 24 VS, y el plasma de
6 pacientes con CaP y 4 de VS, y una cohorte validatoria, donde se incluyeron 65
pacientes con CaP y 68 VS. Las caracteristicas clinicopatolégicas para cada individuo
enrolado en este estudio se pueden encontrar en la Tabla suplementaria 1 del Anexo

(pacientes con CaP y VS).

Microarreglos de expresion de miRNAs (Affymetrix)

La metodologia y el disefio del microarreglo de expresién de miRNAs con muestras de
pacientes con CaP y VS se encuentran reportados en la tesis doctoral de Guillermo

Nicolas Dalton 2018 (Tesis Doctoral Guillermo Nicolas Dalton, 2018).

Secuenciacion de miRNAs

Para la secuenciacion de miRNAs, 1 mL de plasma de 6 pacientes con CaP y 4 VS fue
enviado a GenoHub (REAL SEQ BIOSCIENCES INC, USA). Alli los miRNAs fueron aislados,
secuenciados y analizados comparando entre CaP y VS utilizando los siguientes sistemas
y sus versiones: Ubuntu 18.04.2 LTS x86_64-pc-linux-gnu (64-bit), R version 3.6.0 --
"Planting of a Tree", FastQC v0.11.5, cutadapt versién 2.3, bowtie versién 1.2.2,
DESeq2 1.22.2, Rsubread_1.32.4, BiocParallel_1.16.6, Ggplot2 3.1.0. El listado de
miRNAs correspondientes a la secuenciacién fue luego comparado con los miRNAs
candidatos obtenidos del microarreglo de expresién, tal como se describe en la seccién

de Resultados (Capitulo 3, Figura 62).

Desarrollo de modelos estadisticos

Seleccion del modelo

e Variables predictoras

Se utilizaron 5 variables predictoras, que fueron la expresién de 5 miRNAs analizados
mediante Stem-loop RTgPCR en plasma de pacientes con o sin CaP a listar: hsa-miR-101-

3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-324-3p y hsa-miR-181d-5p.

e Analisis de datos y estadistico
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Se realizo un analisis descriptivo de los datos. Se evalud la distribucidén de los datos, y se
eligid transformar las variables predictoras utilizando el logaritmo en base 10, dado que
presentaban distribuciones muy asimétricas. Al momento de armar el modelo
predictivo, dado que uno de los objetivos del presente trabajo fue elegir el modelo que
mejor prediga y no el que mejor explique el comportamiento de los datos, si bien se
evaluaron todos los parametros, se eligié el modelo que mejor sensibilidad tuviera, sin
tener en cuenta la colinealidad de las variables. En cuanto a la seleccidn de variables
para ser incluidas en el modelo, se utilizaron 2 abordajes: i) seleccionar los miRNAs de
acuerdo importancia de estas en el modelo, a partir de un valor p asociado ii) se

seleccionaron mediante el AUC asociado a cada miRNA por separado.

La significancia estadistica fue del 5%. Los analisis estadisticos fueron realizados
utilizando el software R version 4.0.5. Los paquetes utilizados se mencionan a
continuacion: ggplot2, Rmisc, psych, car, “nlme”, emmeans, multcompView, readxl,
Proc, ROCit, tidyverse, glmnet, caret, tableone, dplyr, ggpubr, kableExtra,
ResourceSelection, InformationValue, gridExtra, foreach, boot, randomfForest,

epiDisplay, jtools, ggstance, sjPlot, sjlabelled, sjmisc, rstatix, broom, mgcv.

Analisis bioinformatico

Bases de datos publicas

e XENA

Los datos de expresién génica y de expresidn de miRNAs maduros a partir de tejido de
CaP (n=497) y tejido normal adyacente (TNA) (n=52) de pacientes y de préstatas
normales (PN) (n=100) se obtuvieron de la cohorte de pacientes incluidas en el proyecto
TCGA Prostate Cancer (PRAD) o en el proyecto GTEx, disponibles en la herramienta
bioinformatica UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/) (Goldman et al., 2020). Los valores
de expresion de miRNAs y de RNA, medido mediante miRNA-seq [miRNA-Seq
(MuminaHiSeq_miRNASeq)] o RNA-seq [RNAseq (llluminaHiSeq)], se informaron como
log2 (LPM+1) siendo LPM la abreviatura de lecturas por millén. En este trabajo, al
evaluar la expresion entre TNA y CaP se utilizaron 52 muestras de cada tejido las cuales

se encuentran pareadas. Al momento de evaluar solamente la correlacién entre la
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expresion de los miRNAs y sus genes blanco en los tumores de CaP se utilizaron 495

muestras.

Al momento del analisis estadistico, la normalidad se evalué utilizando Shapiro-Wilk, y
la homogeneidad de varianzas se evalud analizando los boxplots. Para analizar los datos
pareados, se utilizé la prueba-T pareada cuando los datos asi lo permitieron. Cuando no
se cumplieron los supuestos, se utilizdé el test de Wilcoxon. Se utilizd un nivel de
significancia del 5%. Los analisis fueron llevados a cabo con el software Ry graficados

utilizando GraphPad Prism 8.0.1.
e Gene Expression Omnibus (GEO)

Para el andlisis del perfil de expresion de miRNAs en pacientes con CaP metastasico y
CaP no metastasico se utilizaron los resultados de secuenciacidon de nueva generacién
del miRNoma completo del trabajo de Nam (Nam et al., 2018). disponibles en el
repositorio publico Gene Expression Omnibus (GEO) (GSE117674). Se utilizé una cohorte
de 19 pacientes con diagndstico de metdstasis después de una prostatectomia radical
(CaPM) y 19 pacientes sin evidencia de recurrencia de la enfermedad (CaP). El
GSE117674 fue generado por secuenciacién de alto rendimiento lon Torrent S5 XL

(Homo sapiens).

Por otro lado, se analizdé el perfil de expresién de miRNA circulante en la sangre
periférica de una cohorte de pacientes con diabetes tipo 2 (n=6) y voluntarios sanos (VS)
(n=4) utilizando datos de microarreglos de expresion disponibles de GSE27645. Los
datos de intensidad de sefial normalizados fueron descargados. GSE27645 fue generado

por miRCURY LNA microRNA Array, v.11.0.

Para el estudio de la expresion de miRNAs en circulacién de pacientes con CaP y VS, se
utilizaron datos de expresiéon a partir una secuenciacién y microarreglo de expresién de
miRNAs de suero y plasma, respectivamente, de dos cohortes diferentes. Se utilizaron
282 pacientes con CaP y 282 VS (GSE112264), y 27 pacientes con CaP y 27 VS
(GSE113234).

La normalidad de los datos y la homogeneidad de las varianzas se evaluaron mediante

la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene. Cuando los supuestos se cumplieron, se
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utilizé Prueba T-Student, y cuando no se cumplieron Mann-Whitney o el test de la mediana

fue utilizado.
e miTED

Para analizar los niveles de expresién de los miRNAs en tumores de pacientes con CaPy
CaP resistente a la castracion (CaPRC), se utilizé la herramienta bioinformatica miTED
(https://dianalab.e-ce.uth.gr/mited/#/expressions). Esta herramienta permite estudiar
la expresién de miRNAs en tejidos y lineas células de interés. A partir de la misma se
obtuvieron de los datos del archivo de lectura de secuencia (ALS) (PRJDB5095). En el
presente estudio se incluyeron 3 muestras de PCa y 3 de CaRPC, cuyos datos se
descargaron como valores log2 (LPM). Debido al pequefio nimero de pacientes
incluidos en este estudio, para comparar la expresion entre las muestras de CaP y CaPRC,
se realizé el test de Mann-Whitney (prueba-T no paramétrica). Se utilizé un nivel de

significancia del 5%.
e EVmMiRNA

Para evaluar el perfil de expresion de miRNAs en exosomas, se utilizé la base de datos
de miRNA de wvesiculas extracelulares (EVmiRNA) (Liu et al, 2019)
(http://bioinfo.life.hust.edu.cn/EVmIRNA). Los niveles de expresién de hsa-miR-101-3p
en exosomas del torrente sanguineo de pacientes con CaP (n = 23) y VS (n = 58) se
descargaron y representaron en un heatmap usando los paquetes del software R:

heatmap.plus, gplots y RColorBrewer.

Andlisis de componentes principales (PCA)

El listado de los genes blanco predichos del hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p fueron
descargados de la herramienta bioinformatica microT-CDS disponible en DIANA-mirPath
v.3 (https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/mirpathv3/index.php?r=mirpath) (Vlachos et al.,
2015). Para identificar los genes blanco en comun, se utilizé el diagrama de Venn

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

Para la lista de genes compartidos obtenida, los valores de expresién génica fueron
descargados de TCGA PRAD y de GTEx mencionados anteriormente. El andlisis de

componentes principales (PCA) fue realizado para determinar la distribucion de las
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muestras de CaP (n=495), PN (n=100) y TNA (n=52) basadas en la expresion de los 38
genes blanco predichos que comparten los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p. Finalmente
para los graficos de PCA, se utilizé el software R, en particular se utilizé la funcién
“prcomp” incluida dentro del paquete stats (version 4.0.5). Se determind la variabilidad
comprendida entre las distintas dimensiones, y se eligid graficar las primeras dos
componentes, dado que entre ellas sumaban aproximadamente el 42% de la
variabilidad total explicada por dicho andlisis. A su vez, se grafico el bi-plot, grafico que
se utiliza para ver el aporte de cada una de las variables a las componentes. En particular

en este caso, cada variable es un gen de los 38 utilizados.

Andlisis de curvas ROC

Para evaluar el poder de los miRNAs y genes seleccionados para distinguir entre CaP y
TNA, y entre CaPM y CaP no metastasico, se realizd un analisis de curvas ROC utilizando
los datos de expresion disponibles en los conjuntos de datos TCGA-PRAD y GEO
mencionados anteriormente. Se graficaron y calcularon la curva ROC, el area bajo la
curva (AUC), la sensibilidad, la especificidad y el punto éptimo para los miRNAs, genes y
su combinacién segun corresponda, usando la funcion del software R “roc” del paquete

pROC (version 4.0.5)

Andlisis de enriquecimiento funcional

Para identificar los genes blanco experimentalmente validados modulados por los
miRNAs hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-1207-5p, miR-3613-3p y miR-2277-5p, se
utilizé la herramienta bioinformatica DIANA TARBASE v8 (https://dianalab.e-
ce.uth.gr/html/diana/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex) (Karagkouni et al., 2018).
Mientras que para identificar los genes blanco predichos de los miRNAs hsa-miR-133a-
3p y miR-1a-3p se usd la herramienta bioinformatica microT-CDS disponible en DIANA-
mirPath ~ v.3  (https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/mirpathv3/index.php?r=mirpath)
(Vlachos et al., 2015). Luego, se realizé el analisis de enriquecimiento funcional a partir
de los genes blanco de los miRNAs seleccionados, utilizando la herramienta DIANA-
mirPath v.3. Por otro lado, para establecer los términos y las vias de sefalizacidn, se
utilizaron aquellos pertenecientes a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

y GO (Gene Ontology). Se seleccionaron los primeros 10 o 25 términos estadisticamente
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significativos (Valor p<0,01 o Valor p<0.05), segun corresponda. Con los resultados

obtenidos se construyé un dot-plot utilizando el paquete ggplot2 del software R.

Por otro lado, para explorar el papel funcional de los genes blanco del hsa-miR-19b-3p
y el miR-101-3p por separado, e identificar las vias reguladas, se realizé un analisis de
enriquecimiento de la via KEGG utilizando la herramienta bioinformatica DAVID
(Database  for  Annotation, Visualization and Integrated Discovery)
(https://david.ncifcrf.gov/). Solo se analizaron los términos significativamente

enriquecidos (Valor p<0,05).

Matriz de correlacion

Para identificar la correlacion entre los genes blanco y los miRNAs en CaP, datos de
expresion génica y de los miRNA se obtuvieron a partir de tumores de pacientes con CaP
(n=495) pertenecientes a la cohorte TCGA-PRAD utilizando la herramienta XENA como
fue explicado anteriormente. Se realiz6 una matriz de correlacién entre los genes y los
miRNAs seleccionados utilizando el software R, en particular el paquete Hmisc, y se
calculé el coeficiente de correlacion de Spearman y su significancia estadistica. Para el
hsa-miR-19b-3p, los genes blanco que mostraron una correlacidon negativa con el miRNA
con un coeficiente de correlacién rho<-0,4 y un pValor<0,05 fueron seleccionados para
un analisis posterior. Ademas, se seleccionaron genes blanco que se correlacionaron
negativamente con el hsa-miR-101-3p con un coeficiente de correlacidon rho<-0,2 y un
pValor<0,05. En el caso de los miRNAs hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p se seleccionaron
los genes blanco con un coeficiente de correlacidén rho negativo y un pValor<0.05 para
su posterior andlisis. Finalmente, para la representacién grafica de la matriz de
correlacién se utilizéd la funcidn del software R “chart.Correlation” del paquete

PerformanceAnalytics (version 4.0.5).

Andlisis de agrupamiento y base de datos STRING

Para estudiar la relacion entre los genes blanco seleccionados de los miRNAs hsa-miR-
19b-3p y miR-101-3p, se realizd un andlisis de conglomerados jerarquico con
"promedio" como método de aglomeracion utilizando la funcion “hclust” del paquete
stats del software R (version 4.0.5). Ademas, se realizé un andlisis de interaccion génica

utilizando la base de datos STRING (https://string-db.org/).
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Analisis integrado de la expresion de miRNAs maduros y metilacién de promotores

La metilacidn del promotor Hsa-miR-1-2/miR-133a-1 y miR-1-1/miR-133a-2 se evalud en
52 muestras pareadas de CaP y TNA de la cohorte TCGA-PRAD. Los datos de metilaciéon
del DNA (lllumina Infinium HumanMethylation450) se descargaron como valor beta
mediante el recurso UCSC Xena. Se empled el navegador Ensembl
(http://www.ensembl.org) para identificar los genes codificantes de los miRNAs
mencionados: MIR1-2: chr18:19,408,965-19,409,049, MIR133A1: chr18:19,405,659-
19,405,746, MIR1-1: chr20: 62 554 306-62 554 376, MIR133A2: chr20:62 564 912-62 565
013. Las sondas de metilacion dirigidas a las regiones promotoras de los miRNAs se
identificaron mediante el mapeo de 5000 pares de bases rio arriba de los sitios de
terminacion de la transcripcion (TSS) de los miRNAs (hsa-miR-1-2/miR-133a-1 promotor:
chr18:19,409,049-19,414,049, hsa-miR-1-1/miR-133a -2 promotor: chr20:62,554,306-
5000-62,544,306). La correlacién entre la metilacion del promotor y la expresion del
miRNA maduro se evalué mediante un analisis de correlacion de Spearman en 497

muestras de CaP utilizando GraphPad Prism 8.0.1.
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CAPITULO 1

LA DIETA GRASA AUMENTA LA EXPRESION
DE oncomiRs EN TUMORES DE CANCER DE
PROSTATA INSENSIBLE A ANDROGENOS
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Los primeros dos objetivos especificos del presente trabajo de tesis doctoral se basaron
en identificar el perfil de expresion de miRNAs en tumores, tejido adiposo (TA) y sangre
periférica en modelos animales con CaP y un estado similar al SM. A su vez, el tercer
objetivo especifico consistio en establecer nuevos biomarcadores candidatos en
biopsias liquidas de pacientes con CaP. En este primer capitulo, desarrollamos el primer
objetivo especifico para lo cual se utilizé un modelo de ratones NOD Scid Gamma (NSG)
que fueron alimentados de manera crénica con dieta grasa (DG) o dieta control (DC) e
inoculados con células de CaP humanas PC3 insensibles a androgenos. A partir del
analisis de expresion de los tumores generados en esos animales, se selecciond una
firma de miRNAs aumentados en tejido tumoral de ratones DG en comparaciéon con
ratones DC, y se analizaron las vias moleculares en las que éstos se encontraban
involucrados. Ademas, se estudio la relevancia de estos hallazgos en muestras de tejidos
tumorales y sangre periférica de pacientes con CaP obtenidos de repositorios publicos.
De esta manera se identificaron dos miRNAs que estaban aumentados tanto en tumores
murinos DG en comparacién con DC, como en suero de pacientes con CaP versus
donantes sanos, en tumores humanos con respecto a los tejidos no tumorales y en
tumores de pacientes con CaP metastdsico comparado con tumores de pacientes sin
metastasis. Ademas, utilizando un analisis de curvas ROC, se evalué la capacidad del
biomarcador diagndstico para distinguir entre pacientes con CaP y sin CaP de ambos
miRNAs seleccionados. Luego, a partir de herramientas bioinformaticas, se
establecieron los genes blanco correspondientes a cada uno de los 2 miRNAs
seleccionados, y se analizd la correlacion entre la expresidn de los miRNAs y los genes
identificados utilizando bases de datos publicas. Posteriormente, se analizaron las vias
en las que se encontraban los genes blanco que mostraron tener una correlacién
negativa con su respectivo miRNA. Finalmente, se seleccionaron las vias
significativamente enriquecidas y los genes involucrados en ellas. Se realizé un analisis

de agrupamiento para de los mismos en tumores y TNA.
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Descripcion del modelo murino utilizado

Se desarroll6 un modelo murino de CaP insensible a andrégenos utilizando ratones
machos NOD SCID Gamma (NSG) de 4 semanas de edad. Los mismos fueron
aleatorizados en 2 grupos y se alimentaron ad libitum durante 20 semanas con una DC
o una DG. Al cabo de 16 semanas de dieta, los ratones fueron inoculados con células de
CaP humanas PC3, tal como se observa en la Figura 12. Luego de 4-6 semanas post-
inoculacidn los animales fueron sacrificados y se colectd sangre via intracardiaca la cual

se dej6 coagular para separar la fraccion plasmatica del suero y muestra tumoral.
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Figura 12: Esquema del modelo murino desarrollado. Ratones machos NSG de cuatro semanas
de edad fueron alimentados de manera crénica con una DC o DG (n=6 por grupo) durante 20-22
semanas. A la semana 16 de dieta, los ratones fueron inoculados en el flanco izquierdo de
manera subcutanea con 4,5x10° de células humanas de CaP insensibles a andrégenos PC3. Luego
de 4-6 semanas post-inyeccion, los ratones fueron sacrificados y se colectaron tumores y sangre

via intracardiaca para su posterior analisis.

La DG induce la expresion de miRNAs en xenotransplantes de PC3

Como se menciond en la Introduccién, estudios previos de nuestro laboratorio
informaron diferentes modelos de CaP y SM en ratones (Dalton et al., 2019; Massillo et
al., 2019, 2020; Porretti et al., 2018). Nuestro grupo ha identificado varios enlaces
moleculares que asocian el CaP y SM, incluyendo al corregulador transcripcional la
proteina 1 de unidn al extremo C-terminal (CTBP1) (Dalton et al., 2019; Massillo et al.,

2019; Moiola et al., 2014; Porretti et al., 2018). En particular, utilizando microarreglos
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de expresion de miRNAs a partir de xenotransplantes obtenidos por inyeccion de células
tumorales de préstata PC3 que tienen disminuida la expresion de CTBP1 o células
control en ratones alimentados con DC o DG, se encontrd que la deplecion de CTBP1
disminuye la expresion miRNAs relacionados con la adhesién celular, mientras que otro
miRNAs eran modulados por la DG (Dalton et al., 2019). Ademas, se vio que CTBP1y la
DG reducen los niveles plasmaticos del hsa-miR-30b-5p en ratones NGS (Dalton et al.,
2019). En base a estos resultados, en este trabajo de tesis se decidié estudiar el efecto
de la DG en el perfil de expresion de los miRNAs en el CaP. Para ello, se generé un
modelo murino inmunodeficiente de CaP y un estadio similar al SM. Ratones NGS
alimentados crénicamente con DG o DC fueron inoculados de manera subcutanea con
células PC3 insensibles a andrdgenos. Entre 4 y 6 semanas después de la inoculacion
celular, se sacrificaron los ratones, se recogid el plasma y se extirpé el tumor para el
aislamiento del RNA. Tal como se describié en trabajos anteriores de nuestro grupo
(Dalton et al., 2019), no se observaron diferencias significativas en cuanto al crecimiento

tumoral y el peso corporal entre los tratamientos (Figura 13).
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Figura 13: Modelo de CaP y DG. Se alimentaron ratones NSG de cuatro semanas de edad con
DC o DG durante todo el experimento. El peso corporal se midié una vez a la semana y en la
semana 16 de la dieta, los ratones se inocularon en el flanco izquierdo con células PC3. El

tamanfio del tumor se midid tres veces por semana.

Se selecciond un conjunto de miRNAs a partir de la literatura y nuestros trabajos previos

(Dalton et al., 2019; Massillo et al., 2020) y se evalué mediante la técnica de RT-qPCR.
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Como se muestra en la Figura 14, los xenotransplantes de préstata de ratones
alimentados con DG mostraron un aumento significativo en la expresién de 7 miRNAs
gue llamamos "candidatos": hsa-miR-19b-3p, miR-320a-5p, miR-101-3p, miR-3613-3p
miR-1207-5p, miR-5095 y miR-2277-5p, en comparacion con ratones alimentados con
CD. No se detectaron cambios en la expresidn de los siguientes miRNAs: hsa-miR-4497,
miR-320e, miR-4532, miR-4668-5p, miR-30b-5p, miR-221-3p, MmiR-195-5p, miR-21-5p y
miR-16-5p (Figura 14).
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Figura 14: La DG modula la expresion de miRNAs en tumores de prostata insensibles a
andrégenos. Se muestra la RT-qPCR Stem-loop de xenotransplantes de PC3 obtenidos de

ratones NSG alimentados con DC o DG utilizando primers especificos para los miRNAs indicados.
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Los datos se normalizaron al hsa-miR-103a 3p y DC. El andlisis estadistico se realizé utilizando

una prueba-T.

Ademas, se determiné el perfil de expresién de los miRNA candidatos en el torrente
sanguineo de los ratones. Como se muestra en la Figura 15, se detectaron en plasma 9
miRNAs: hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-3613-3p, miR-1207-5p, miR-2277-5p, miR-
4532, miR-4668-55p, miR-221-3p y miR-21-5p. Curiosamente, el hsa-miR-2277-5p y miR-
21-5p se encontraron significativamente disminuidos en el plasma de ratones DG en
comparacion con los animales de control (Figura 15). El hsa-miR-3202-5p, miR-5095,

miR-4497 y miR-320e fueron indetectables en plasma de ratones.
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Figura 15: La DG modula la expresion de miRNAs en el plasma de ratones con CaP insensible a
andrégenos. Las muestras de plasma de ratones se analizaron mediante stem-loop RT-qPCR
para los miRNAs indicados y se normalizaron al miRNA sintético afadido, cel-miR-39. Se grafica

2ACt (valor de ACt = Ctcel-39-Ctsample). Los datos se analizaron mediante la prueba-T.

Los miRNAs candidatos modulan vias metabdlicas especificas vy
relacionadas con cancer

Para investigar los mecanismos funcionales de los 7 miRNAs candidatos, se utilizé la

herramienta bioinformatica DIANA-miRPath v3. Dado que no todos los genes blanco
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predichos por los algoritmos bioinformaticos finalmente resultan ser blanco verdaderos,
se usé DIANA-TarBase v7 de la herramienta bioinformatica miRPath, que posee la
informacién de los genes blanco validados experimentalmente para cada miRNA. Cinco
de los 7 miRNA candidatos mostraron tener genes blanco validados, mientras que el hsa-
miR-5095 no tenia genes blanco y miR-3202-5p no se encontré en la herramienta DIANA-
miRPath v3, por lo que no se lo considerd en los andlisis posteriores (Figura 16). Los
mMiRNA Hsa-miR-19-3p y miR-101-3p fueron los miRNA que mostraron el mayor nimero

de genes blanco, con mas de 1100 genes validados (Figura 16).

miRNAs aumentados por DG # genes blanco validados

hsa-miR-19b-3p 1326
hsa-miR-101-3p 1137
hsa-miR-1207-5p 277
hsa-miR-3613-3p 226
hsa-miR-2277-5p 3
hsa-miR-5095 0

Figura 16: Numero de genes blanco validados de los miRNAs candidatos. El listado de genes
blanco validados experimentalmente para cada miRNA fue obtenido de la herramienta

bioinformatica DIANA-TarBase v7.

Luego, con todos los genes blanco validados, se realizé un analisis de enriquecimiento
de vias de sefializacién KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) utilizando un
valor p <0,01. Este analisis reveld que los genes blanco de los miRNAs candidatos se
asocian con procesos como la biosintesis de acidos grasos, proteoglicanos en el cancer,
carcinogénesis viral, uniones adherentes, la via de sefializacién de p53, metabolismo
central del carbono en cdncer, la mala regulacién transcripcional en cdncer y el CaP,
entre otros (Figura 17). En particular, los genes blanco hsa-miR-19b-3p estaban
implicados principalmente en proteoglicanos en el cancer, mientras que los genes
blanco del miR-101-3p estaban implicados en la biosintesis de acidos grasos. En menor
medida, los genes blanco del hsa-miR-3613-3p se asociaron principalmente con la
enfermedad de Huntington y miR-1207-5p y miR-2277-5p compartian la via KEGG de

uniones adherentes (Figura 18).
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Analisis de KEGG
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Figura 17: Andlisis de enriquecimiento funcional de los miRNAs candidatos. Dotplot que
representa las 25 principales vias significativas (valor p<0,01) de KEGG asociadas a los genes

blanco de los miRNAs candidatos.
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Figura 18: Mapa de calor de los miRNAs y sus vias relacionadas. Las flechas indican los 2 miRNAs

con el mayor nimero de genes blanco validados y las vias en las que estan mds implicados.

Ademas, a partir de DIANA-miRPath v3, se realizd un analisis de GO (Gene Ontology) a
tres niveles: procesos biolégicos, componentes celulares y funcion molecular. Los
primeros 25 términos estadisticamente significativos (valor p <0,01) se muestran en la
Figura 19. Los genes blanco de los miRNAs regulados por la DG se enriquecieron en
procesos asociados con la expresion génica, el ciclo celular mitético y la respuesta al
estrés (Figura 19). Curiosamente, los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p fueron los miRNAs

mas involucrados en estos términos ademas del término de muerte celular (Figura 20).
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Categoria de GO

Simbiosis, que abarca el mutualismo a través del parasitismo (GO:0044403)

Actividad del factor de transcripcion de unién a proteinas (GO:0000988)

Actividad del factor de transcripcion de union a acidos nucleicos (GO:0001071)1

Proceso viral (GO:0016032)+

Proceso metabdlico de moléculas pequefias (GO:0044281)1
Unién a RNA (G0:0003723)1

Respuesta a estrés (GO:0006950)1

Complejo proteina (GO:0043234)-

Organela (GO:0043226)1
Nucleoplasma (GO:0005654)4

Via de seiializacion del receptor de neurotrofina TRK (GO:0048011)-
Funcién molecular (GO:0003674)1

Ciclo celular mitético (GO:0000278)4

Unién a lon (GO:0043167)1

Expresion génica (GO:0010467)
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Citosol (GO:0005829)1

Componente celular (GO:0005575)4

Proceso de modificacion de proteinas celulares (GO:0006464)1
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Figura 19: Analisis de Gene Ontology de los miRNAs candidatos. Dotplot que representa las 25

principales vias significativas (valor p<0,01) de GO asociadas a los genes blanco de los miRNAs

candidatos.
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Figura 20: Mapa de calor de los miRNAs y sus términos GO relacionados. Las flechas indican los
2 miRNAs con el mayor nimero de genes blanco validados y los términos GO en los que estdn

mas implicados.

En resumen, la dieta grasa aumenta la expresion de miRNAs en
xenotransplantes de prostata que modulan vias metabdlicas especificas y

relacionadas con cancer.

Los miRNAs: hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-1207-5p y miR-5095, se
encuentran aumentados en la sangre de pacientes con CaP

Para determinar el uso de los miRNAs candidatos como biomarcadores potenciales para
el diagndstico o el prondstico del CaP, se exploraron los datos de expresion disponibles
en el set de datos de GEO (Gene Expression Omnibus). El grupo de Urabe y Matsuzaki,
utilizando tecnologias de microarrays, realizé un perfil de miRNA en suero de 1591
muestras masculinas, incluyendo 809 CaP, 241 pacientes con CaP negativo, 41 controles
sin cancer y otros 500 canceres sélidos (GSE112264) (Urabe et al., 2019). Por lo tanto,
se utilizaron estos resultados de microarrays para investigar los niveles de los 7 miRNA
candidatos en muestras de suero de una cohorte de 282 CaP y 282 pacientes sin cancer
(pacientes con CaP negativos + controles sin cancer). Como se muestra en la Figura 21,
los hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-1207-5p y miR-5095 se encontraron aumentados
en el torrente sanguineo de pacientes con CaP en comparacion con pacientes sin CaP.
No se encontraron diferencias en los niveles circulantes del hsa-miR-3613-3p y el miR-
2277-5p, mientras que no se detecté al hsa-miR-320a-5p en esta cohorte de pacientes

(Figura 21).
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Figura 21: Expresidn de los miRNAs candidatos en circulacidn de pacientes con CaP. Niveles de
expresion de miRNAs circulantes hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-3613-3p, miR-1207-5p, miR-
5095 y miR-2277-5p fueron analizados en el plasma de pacientes con CaP y voluntarios sin
cancer. Los valores de intensidad de sefial normalizados fueron graficados. Para el analisis

estadistico, se utilizé la prueba-T o test de Mann-Whitney, segln correspondiera.

La expresion de hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p estda aumentada en
tumores de prostata de pacientes y en tumores metastasicos de CaP

Para analizar el perfil de expresidn de los miRNAs candidatos en tumores de prostata de
pacientes, se empled la cohorte de cancer de prdstata de TCGA (PRAD) disponible en la
herramienta bioinformatica UCSC Xena (Goldman et al., 2020). Este conjunto de datos
tiene la informacidn de la expresidn de los miRNAs maduros en tejido tumoral y tejido
normal adyacente (TNA), obtenida por RNAseq. Descubrimos que los hsa-miR-19b-3p y
miR-101-3p aumentan significativamente en el tumor de prdstata en comparacion con
el TNA (Figura 22). No se encontraron diferencias significativas con respecto a la
expresion del hsa-miR-3613-3p y el miR-2277-5p, mientras que no se encontraron datos
de expresiéon para los siguientes miRNAs: hsa-miR-320a-5p, miR-1207-5p y miR-5095
(Figura 22).
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Figura 22: El hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p se encuentran aumentados en tumores de
préstata de pacientes en comparacion con TNA. Se analizé la expresién de los miRNAs indicados
a partir de los datos obtenidos de la herramienta XENA pareando tumores (CaP) y tejido normal
adyacente (TNA) de pacientes pertenecientes a la cohorte TCGA-PRAD informados como log2
(LPM+1) (n=52 por grupo). Para el analisis estadistico, se utilizaron la prueba-T pareada o test

de Wilcoxon segln correspondiera.

Se exploraron los resultados de una secuenciaciéon de nueva generacion del miRNoma
completo presente en el trabajo de Nam et al., 2018; disponible en GEO (GSE117674)
(Nam et al., 2018). El grupo de Nam analizo el perfil de expresién de miRNAs en tumores
de préstata de pacientes a los que se les realizé una prostatectomia radical. Identificaron
a aquellos pacientes a los que se les habia diagnosticado metdstasis después de la cirugia
(n=19)y compararon sus niveles de expresidon con aquellos pacientes que no mostraron
se analizaron los miRNAs candidatos. Como se muestra en la Figura 23, la expresion de
los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p se encontraba aumentada en los tumores de pacientes
metastdsicos (después de la cirugia) en comparacion con tumores de pacientes no
metastdsicos. No hubo diferencias en la expresion del hsa-miR-3613-3p y el miR-5095
(Figura 23). Ademas, no se detectaron los hsa-miR-320a-5p, miR-1207-5p, miR-2277-5p

en esta cohorte de pacientes.
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Figura 23: El hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p se encuentran aumentados en tumores de
prostata de pacientes metastdsicos en comparacidn con pacientes con CaP sin metastasis. Se
analizd la expresion de los miRNAs indicados en muetras de tumores de prdstata no
mestastasico (CaP) y CaP metastasico (CaPM) a partir de los datos obtenidos de la herramienta
GEO (GSE117674) informados como recuento de lecturas normalizadas (n=19 por grupo). Para

el andlisis estadistico, se utilizaron la prueba-T o test de Mann-Whitney segun correspondiera.

Los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p son buenos biomarcadores en tejido,
pero no en suero para distinguir entre pacientes con CaP y sin CaP

Para evaluar si los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p son buenos biomarcadores de
diagndstico para distinguir entre pacientes con CaP y sin CaP, se realizé un andlisis de
curvas ROC (receiver operating characteristic). Como se muestra en la Figura 24, se
obtuvo un poder predictivo deficiente para discriminar entre pacientes con CaP vy sin
CaP cuando se calculé el drea bajo la curva (AUC) para los hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-

101-3p en suero (0,5563 y 0,5886, respectivamente).
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Curva ROC del hsa-miR-19b-3p Curva ROC del hsa-miR-101-3p
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Figura 24: Curvas ROC correspondientes al hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p en el suero de

pacientes con CaP y voluntarios sanos. La curva ROCy el AUC se trazaron y calcularon para hsa-

miR-19b-3p y miR-101-3p en el set de datos GSE112264.

En cuanto al tejido tumoral, el AUC para los hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p fue de
0,861 y 0,6307, respectivamente (Figura 25), lo que demuestra que ambos miRNA son

utiles para distinguir entre tejido tumoral y TNA.
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Figura 25: Curvas ROC correspondientes al hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p en tumores primarios
de préstata. La curva ROCy el AUC se trazaron y calcularon para hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p

en el set de datos TCGA-PRAD disponible en la herramienta bioinformatica Xena.
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Ademas, se encontré que tanto el hsa-miR-19b-3p como el hsa-miR-101-3p pudieron
diferenciar entre la enfermedad de CaP metastdasico (CaPM) y no metastasico debido a
que el AUC fue 0,7008 y 0,7590, respectivamente (Figura 26). En particular, el hsa-miR-
19b-3p mostré la mejor puntuacidon para discriminar entre tejido tumoral y TNA,
mientras que el hsa-miR-101-3p fue mas util para diferenciar entre pacientes con CaP

metastdsico y no metastasico.
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Figura 26: Curvas ROC correspondientes al hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p en tumores de
préstata metastasicos. La curva ROC y el AUC se trazaron y calcularon para hsa-miR-19b-3p y

miR-101-3p en el set de datos GSE117674.

En resumen, se identificaron 2 miRNAs (hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p) con alto
potencial diagnodstico y prondstico para distinguir entre CaP y TNA, y entre
pacientes metastdsicos y no metastdsicos. Sin embargo, estos miRNAs podrian
ser utiles a nivel tumoral pero no en el suero de los pacientes.

Hsa-miR-101-3p aumenta en exosomas aislados de sangre de pacientes
con CaP

Como los miRNAs pueden liberarse al torrente sanguineo asociados a proteinas, HDL o
dentro de exosomas, se analizé la presencia de los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p en
exosomas de muestras de sangre de pacientes con CaP (n=23) y donantes sanos (DS)
(n=58), utilizando la base de datos EVmiRNA (Liu et al., 2019). Como se muestra en la

Figura 27, el hsa-miR-101-3p se encuentra aumentado en exosomas de pacientes con
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CaP en comparacion con DS. El hsa-miR-19b-3p no se encontrd en este conjunto de

datos.
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Figura 27: Expresion de miRNAs en exosomas de sangre de pacientes con CaP. (A) Mapa de
calor de la presencia de miRNAs en exosomas del torrente sanguineo de pacientes con CaP y
donantes sanos. Las flechas indican el hsa-miR-101-3p. El sa-miR-19b-3p no se encontrd en este

conjunto de datos. (B) Diagrama de caja de la expresion del hsa-miR-101-3p.
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Estos resultados sugieren que el hsa-miR-101-3p se libera al torrente sanguineo
de los pacientes con CaP a través de los exosomas, diseminandose a otros
organos, lo que refuerza el papel del miRNA en la metastasis.

El hsa-miR-19b-3p esta involucrado en vias de proteoglicanos en el cancer
y adhesioén focal

Como se menciond anteriormente, se vio que el hsa-miR-19b-3p poseia 1326 genes
blanco validados (Figura 16). Los miRNAs regulan la expresién génica a nivel post-
transcripcional principalmente al disminuir la expresién de su gen blanco. Para
encontrar genes blanco relevantes para el hsa-miR-19b-3p, se seleccionaron blancos
que se correlacionaron negativamente con la expresion del hsa-miR-19b-3p. Se realizo
una matriz de correlacion con paquetes de R, utilizando los datos de expresiéon del hsa-
miR-19b-3p y sus genes blanco en los tumores de pacientes con CaP disponibles en el
set de datos TCGA PRAD presente en UCSC Xena. Se seleccionaron para un analisis
posterior aquellos genes blanco que mostraron una correlacion negativa con el hsa-miR-

19b-3p y un coeficiente de correlacién rho <-0,4 mas un valor de p <0,05 (Figura 28).
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Gen rho Valor p Gen rho Valor p Gen rho
KPNAG -0.57517333 0 REV3L -0.46184968 0 USP8 -0.43099733
ACVR1 -0.57040301 0 PAFAH1B1 -0.46135803 0 PRKAR2A -0.43086065
RNF111 -0.53642011 0 RRAGC -0.46080959 0 B4GALTS -0.43057052
ZBTB38 -0.53238855 0 CACNA2D1  -0.46028295 0 SPOPL -0.42915855
TGOLN2 -0.53115324 0 ATP2B4 -0.46023784 0 PCDH7 -0.42716396
EIF4G2 -0.51940899 0 ITGB1 -0.45975885 0 RNF11 -0.42677837
BBX -0.51839801 0 MBNL2 -0.45966827 0 ARHGAP5 -0.42649564
PRKD3 -0.51699493 0 ARPP19 -0.45930241 0 PHC3 -0.42618137
CRIM1 -0.51430892 0 USP34 -0.45907972 0 TAOK1 -0.42600475
SORT1 -0.51266816 0 ZNF516 -0.45723775 0 ARHGEF12 -0.42431906
NCKAP1 -0.51100862 0 PGR -0.4570239 0 DYNC1H1 -0.42309733
LPP -0.50774389 0 CLOCK -0.45587822 0 CALCRL -0.42179333
ATP2A2 -0.5076437 0 CLIC4 -0.45460021 0 ZMAT3 -0.42152734
EFR3A -0.50116988 0 ITGA6 -0.45429699 0 LRCH1 -0.42149747
FAM114A1 -0.50049866 0 ACSL4 -0.45423575 0 PPP2R5E -0.42099886
PJA2 -0.49961308 0 SMARCAS -0.45415668 0 REST -0.42033284
SERINC3 -0.49862301 0 IGF2R -0.45226893 0 CZ2orf69 -0.42005287
PBX1 -0.49823245 0 TAB2 -0.45129061 0 UGCG -0.41992231
CALD1 -0.49720974 0 RGL1 -0.44895927 0 ARMCS -0.41900375
TRIP12 -0.49693359 0 ELK3 -0.44857816 0 BNC2 -0.41896134
ZMYND11 -0.49549147 0 STX12 -0.44837439 0 POLR2A -0.41893578
ELF1 -0.49171959 0 HCFC2 -0.44770958 0 NACC2 -0.41851515
ADAM10 -0.49092589 0 CPD -0.44736307 0 UHMK1 -0.4168008
PRDM5 -0.48017103 0 FAM168A -0.44710674 0 FAM63B -0.41662664
RAB23 -0.48718063 0 BTBD3 -0.44674066 0 CAST -0.41623228
HIPK1 -0.48546118 0 SOCS5 -0.44510666 0 CLTC -0.41617006
TOR1AIP1 -0.4835288 0 KLHL20 -0.44480578 0 MED21 -0.41463279
EXOC6B -0.48283261 0 NCOA3 -0.44378839 0 SLMAP -0.41462556
MAP3K2 -0.48255187 0 ZFP91 -0.4437345 0 MECP2 -0.41352172
PPTC7 -0.48237974 0 CYLD -0.4424464 0 ADAR -0.41219483
PROX1 -0.48198466 0 ATF2 -0.4415354 0 SLC35D1 -0.41195842
CSRNP3 -0.48129189 0 TNRC6B -0.4414944 0 PUM1 -0.41158901
TACC1 -0.48113728 0 PABPC4L -0.44127215 0 CHM -0.41077994
STOX2 -0.47962886 0 MID1 -0.44050853 0 MDFIC -0.40978639
ITPR1 -0.47912753 0 NF1 -0.43947884 0 HIF1A -0.40908146
TRAK2 -0.47872899 0 UsP12 -0.43898177 0 BTBD7 -0.40894785
VANGL1 -0.4787083 0 TWF1 -0.43877664 0 IL1RAP -0.40865765
HIPK3 -0.47672316 0 TMTC3 -0.43832889 0 MAPK1 -0.40820848
GLCE -0.47521047 0 TOR1AIP2 -0.43791695 0 CEP76 -0.40781878
CPEB4 -0.47487024 0 FBN1 -0.43788215 0 RAB8B -0.40735175
MTF1 -0.47452395 0 HUWE1 -0.43773684 0 ZNF704 -0.40639018
CBX6 -0.47167896 0 SAMDS8 -0.43723912 0 WDR44 -0.40523615
ATXN1L -0.471587 0 RDX -0.43720653 0 ITGB8 -0.40499977
TLNA1 -0.47156584 0 FRMD6 -0.43709781 0 SOCSs4 -0.40482489
TMEM127 -0.46959772 0 EPC2 -0.43699215 0 KIF2A -0.40422282
AHNAK -0.46944922 0 FNDC3A -0.43644194 0 PRICKLE2 -0.40414733
SERINC1 -0.46873099 0 FAMG9A -0.43562882 0 SF3A1 -0.40319495
SAMHD1 -0.46802305 0 PCDH10 -0.43489298 0 CALU -0.40087579
UBQLNZ2 -0.46730574 0 MKL2 -0.43482599 0 FBN2 -0.40058732
PRDM2 -0.46663473 0 TGFBRAP1  -0.43475563 0 FRS2 -0.40056913
HECTD1 -0.46561426 0 RSPRY1 -0.43436413 0 TAF3 -0.40027136
ASXL2 -0.46519274 0 SERINCS -0.43436208 0 TMEM30A -0.40021666
DCUN1D1 -0.46429995 0 EXOC5 -0.43190957 0
LAMCA1 -0.46326053 0 IREB2 -0.43185036 0

Valor p
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Figura 28: Matriz de correlacion entre hsa-miR-19b-3p y sus genes blanco validados.
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Para estudiar el rol funcional de estos 160 genes blanco seleccionados e identificar las
vias reguladas, se realizé un analisis de enriquecimiento de vias de sefalizacién KEGG
utilizando la herramienta bioinformatica DAVID. Los términos significativamente
enriquecidos (valor p <0,05) se trazaron y enumeraron en la Figura 29 y 30,
respectivamente. Los términos KEGG enriquecidos mas significativos fueron
proteoglicanos en cdncer y adhesion focal (Figura 29 y 30). Siete de los genes objetivo
seleccionados (MAPK1, HIF1A, RDX, ARHGEF12, ITGB1, FRS2, ITPR1) estaban implicados
en proteoglicanos en cancer, mientras que otros 7 (MAPK1, TLN1, ARHGAPS, ITGA®6,
ITGB8, LAMC1, ITGB1) estaban implicados en adhesién focal (Figura 30). Ambas vias

comparten solo dos genes: MAPK1 e ITGB1.

hsa05414:Cardiomiopatia dilatada
hsa05412:Miocrdiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (ARVC) .
hsa05410:Cardiomiopatia hipertrofica (HCM)+ .
Valor p
hsa05205:Proteoglicanos en cancer .
0.04
hsa05145:Toxoplasmosis 1 [ ] 0.03
2
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o
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hsa04510:Adhesion focal . . 4
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hsa04270:Contraccion del musculo liso vascular o . 6
@’
hsa04261:Sefializacion adrenérgica en cardiomiocitos+
hsa04114:Meiosis de ovocitos [ ]
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Figura 29: Analisis de enriquecimiento funcional de los genes blanco seleccionados del hsa-
miR-19b-3p. Dot plot de las principales vias de KEGG significativas estadisticamente asociadas a

los genes blanco seleccionados del hsa-miR-19b-3p.
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__Temino | #Genes | Valorp | Genes |

hsa05205:Proteoglicanos en cancer

hsa04810:Regulacitn del citoesqueleto de actina
hsa05145:Toxoplasmosis

hsa04114:Meiosis del ovocito

hsa04270:Contraccién del musculo liso vascular
hsa05412:Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (ARVC)
hsa04010:Via de sefializacion de MAPK

hsa04611:Activacion plaguetaria

hsa05410:Cardiomiopatia hipertrofica (HCM)

hsa04261:Sefalizacién adrenérgica en cardiomiocitos
hsa05414:Cardiomiopatia dilatada

BB N RN NN

0.01282856 MAPK1, HIF1A, RDX, ARHGEF12, ITGB1, FRS2, ITPR1
0.01467336 MAPK1, TLN1, ARHGAPS, ITGAB, ITGB8, LAMC1, ITGB1
0.01600185 MAPK1, ITGASG, ITGB8, RDX, ARHGEF12, ITGB1, NCKAP1
0.02194989 MAPK1, ITGAG, LAMC1, TAB2, ITGB1

0.02260745 PGR, MAPK1, CPEB4, PPP2RSE, ITPR1

0.02680594 MAPK1, CALD1, CALCRL, ARHGEF12, ITPR1
0.02717135 CACNA2D1, ITGAS6, ITGBS, ITGB1

0.03586387 MAPK1, CACNA2D1, TAOK1, MAP3K2, NF1, TAB2, ATF2
0.03742122 MAPK1, TLN1, ARHGEF12, ITGB1, ITPR1

0.04003201 CACNAZD1, ITGASG, ITGBS, ITGB1

0.04500364 MAPK1, CACNA2D1, ATP2B4, PPP2R5E, ATF2
0.04813711 CACNAZD1, ITGAS, ITGBS, ITGB1

Figura 30: Principales vias de KEGG estadisticamente significativas y los genes blanco

implicados en cada una de ellas.

Para analizar la relacién e interaccién entre los genes pertenecientes a estas dos vias

seleccionadas en la Figura 30, se realizé un analisis de agrupamiento con paquetes de R.

Los genes que se enriquecieron en la via de proteoglicanos en cdncer estdn todos

agrupados en el mismo grupo excepto FRS2 (Figura 31).
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Figura 31: Analisis de agrupamiento de los genes blanco del hsa-miR-19b-3p. Analisis de
conglomerados jerdrquicos con "promedio" como método de aglomeracién de los genes

enriquecidos en la via de Proteoglicanos en cancer.

Ademas, los genes enriquecidos en la via de adhesidn focal se encontraron en el mismo

grupo excepto ITGB8 (Figura 32).
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Figura 32: Analisis de agrupamiento de los genes blanco del hsa-miR-19b-3p. Analisis de
conglomerados jerdrquicos con "promedio" como método de aglomeracién de los genes

enriquecidos en la via de Adhesién Focal.

Estos resultados sugieren que los genes pertenecientes a cada via estan relacionados

entre si.

Utilizando la base de datos STRING, se realizd un andlisis de interaccidn entre los genes
pertenecientes a cada via. Solo 4 de los genes involucrados en proteoglicanos en cancer
interactuan entre si (Figura 33A), mientras que en la adhesion focal la interaccidn se da

entre todos los genes involucrados (Figura 33B).

A B Adhesion focal
[_\HIFIA LAMCI. ITGAB
ITGBL ITGBS
RDX 63 ' ¥ Tt ’rf‘-\
MAPK1 1)\ S

ITPRL

\ MAPK1
ARHGEF12 '\ FRS2
/:\ ARHGAPS

Figura 33: Analisis de interaccién de los genes blanco seleccionados. (A) Red interaccional de
los 7 genes implicados en la via de Proteoglicanos en el cancer. (B) Red interaccional de los 7

genes implicados en la via de Adhesion Focal.

Usando los datos de expresion génica disponibles en la cohorte TCGA PRAD presente en
Xena, se encontrd que 3 de los genes involucrados en la via de proteoglicanos en cancer
(RDX, ITGB1 e ITPR1) estaban regulados negativamente en tumores en comparacién con
TNA (Figura 34). Ademads, 4 de los genes involucrados en la via de adhesién focal (ITGBS,
TLN1, ITGA6 e ITGB1) mostraron una expresion disminuida en tumores en relacién con

TNA (Figura 34).
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Figura 34: Genes blanco del hsa-miR-19b-3p se encuentran disminuidos en tumores en
comparacion con tejido normal adyacente (TNA). Niveles de expresion de RDX, ITGB1,
ITPR1, ITGBS8, TLN1 e ITGA6 en tumor sélido primario de prdstata y TNA. Se grafican los
valores Log, (RPM+1). Para el analisis estadistico, se utilizaron la prueba-T pareada o test

de Wilcoxon segun correspondiera.

El andlisis de los genes blanco validados del hsa-miR-101-3p con TarBase v7 mostrd 1137
genes blanco validados (Figura 16). A continuacion, se realizé la matriz de correlacion
entre los datos de expresion del hsa-miR-101-3p y sus genes blanco validados
disponibles en la cohorte TCGA PRAD presente en UCSC Xena. Se seleccionaron genes
blanco que se correlacionaron negativamente con el hsa-miR-101-3p con un coeficiente

de correlacion rho <-0,2 y un valor p <0,05 (Figura 35).
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Gen rho Valor p
SUB1 -0.27975221 2.92E-10
UBEZ2F -0.22956531 2.79E-07
RHOA -0.22632979 4 13E-07
CIAPIN1 -0.22026507 8.48E-07
POMP -0.21985068 8.90E-07
PSMD1 -0.21835161 1.06E-06

Figura 35: Matriz de correlacion entre hsa-miR-101-3p y sus genes blanco validados.

Utilizando la herramienta bioinformatica DAVID, se realizdé un analisis de
enriquecimiento de vias de sefalizaciéon KEGG de seis genes blanco seleccionados. Los
resultados mostraron solo un término significativo (valor de p <0,05): proteasoma con

dos genes blanco: PSMD1 y POMP (Figura 36).

| Término | #Genes | \Valorp | Genes |

hsa03050:Proteosoma 2 0.01906911 PSMD1, POMP

Figura 36: Analisis de enriquecimiento funcional de los genes blanco seleccionados del hsa-
miR-101-3p. Principal via de KEGG estadisticamente significativa y los genes blanco involucrados

en ella.

Un analisis de agrupamiento revelé6 que ambos genes estaban relacionados en un

pequefio grupo (Figura 37).
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Figura 37: Anadlisis de agrupamiento de genes diana hsa-miR-101-3p. Andlisis de
conglomerados jerarquicos con "promedio" como método de aglomeracién de los genes

enriquecidos en la via de Proteasoma.
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Ademas, mediante un analisis con la base de datos STRING, hemos encontrado que

ambos genes interactian entre si (Figura 38).

Figura 38: Red interaccional de los 2 genes implicados en la via de Proteasoma.

Finalmente, utilizando el proyecto TCGA PRAD presente en Xena, no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de expresion de PSMD1 y POMP entre los

tumores de préstata y TNA (Figura 39).

POMP PSMD1
159

-
(2,
PR |

-
(=]
PR N S T

W
W

T T T T
TNA Tumor TNA Tumor

Expresion relativa de mRNAs

Figura 39: Los genes blanco del hsa-miR-101-3p no mostraron cambios en su expresion
en muestras de tumores de prdéstata de pacientes. Niveles de expresién de POMP y
PSMD1 en tumor sdlido primario de préstata y TNA. Se grafican los valores Log2
(RPM+1). Para el andlisis estadistico, se utilizaron la prueba-T pareada o test de

Wilcoxon segun correspondiera.

En conjunto, estos resultados sugieren que el hsa-miR-19b-3p podria actuar en
el CaP a nivel de las vias de proteoglicanos en cancer y adhesion focal mediante
la regulacion de la expresion de los siguientes genes blanco: RDX, ITGB1 e ITPR1
y ITGBS8, TLN1, ITGA6 e ITGB1 respectivamente.
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Por otro lado, no se encontraron cambios significativos en la expresion de los
genes blanco del hsa-miR-101-3p en muestras tumorales en comparacion con
TNA. Por tanto, se creeria que el hsa-miR-101-3p podria tener un papel
relevante en los nichos metastdsicos pero no en el tumor primario.

Los resultados del capitulo 1 de esta tesis muestran que la DG aumento la
expresion de 7 miRNAs en xenotransplantes murinos de prostata insensibles a
androégenos. Estos miRNAs estdn involucrados en vias metabdlicas especificas y
relacionadas con el cancer, lo cual respalda la idea de que la modulacion de la
expresion de miRNAs por parte de una DG afecta el desarrollo del CaP.

Ademads, como se resume en el modelo hipotético de la Figura 40, se vio que sdlo
2 de esos miRNAs (hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p) estaban aumentados en el
torrente sanguineo de los pacientes con CaP en comparacion con los pacientes
sin CaP, como asi también en tumores de pacientes con CaP en comparacion con
TNA 'y en tumores de pacientes con CaP metastdsico comparado con tumores de
pacientes sin metdstasis. Lo cual lleva a proponer a ambos miRNAs como
posibles biomarcadores candidatos para el diagndstico y prondstico del CaP.

Se pudo determinar que los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p tienen alto potencial
diagndstico y prondstico para distinguir entre CaP y TNA y entre pacientes
metastasicos y no metastasicos, siendo utiles a nivel tumoral pero no asi a nivel
sérico.

Nuestros resultados proponen a los hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p como
oncomiR a nivel del tumor y del sitio metastdsico, respectivamente. Ademas,
estos miRNA aumentaron con la DG en nuestro modelo murino. Por lo tanto, los
pacientes en condiciones similares al SM podrian tener un CaP mds agresivo
debido a una mayor expresion de hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p. Estos
resultados validan parte de nuestra hipotesis que propone que el SM aumenta
el desarrollo y la agresividad del CaP a través de la modulacion de miRNAs.
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hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-101-3p

Células de tejido normal adyacente (TNA)

' Células de prostata

. Células tumorales de prostata no metastasicas

. Adhesion focal

Proteoglicanos en cancer

RDX
ITPR1

Figura 40: Modelo hipotético propuesto. Los hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p se inducen en
tumores de préstata de pacientes en comparaciéon con TNA, y en tumores de pacientes
metastdsicos versus tumores de pacientes no metastasicos. Ambos miRNAs aumentan en el
torrente sanguineo de los pacientes con CaP en comparacién con los que no tienen cancer. El
hsa-miR-19b-3p regula negativamente la expresién de genes implicados en las vias de
proteoglicanos en cancer y adhesion focal, lo que podria contribuir a un fenotipo tumoral mas

agresivo.
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CAPITULO 2

LA DIETA GRASA DISMINUYE LA
EXPRESION DE tsmiRs EN TUMORES DE
PROSTATA SENSIBLES A ANDROGENOS
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En este capitulo se desarrollard el segundo objetivo especifico que hace referencia a
identificar el perfil de expresion de miRNAs en tumores, tejido adiposo y sangre
periférica en modelos animales con CaP y un estado similar al SM. En particular, se utilizé
un modelo de ratones C57BL/6J que fueron alimentados de manera crénica con DG o
DC e inoculados con células de CaP murinas sensibles a andrégenos, TRAMP-C1. De esta
forma, se identificé un conjunto de miRNAs disminuidos en tejido tumoral de ratones
DG en comparacién con ratones DC. A su vez, se investigo la relevancia de estos
hallazgos en tejidos tumorales de pacientes con CaP obtenidos de repositorios publicos.
Se encontraron dos miRNAs que estaban disminuidos tanto en tumores murinos DG en
comparacion con tumores DC, como en tumores humanos con respecto a los tejidos no
tumorales y en tumores de pacientes con CaP metastasico comparado con tumores de
pacientes sin metdstasis. Luego, a través de herramientas bioinformaticas, se
identificaron los genes blanco predichos en comun de los 2 miRNAs seleccionados y se
analizaron las vias moleculares en las que éstos se encontraban involucrados. Luego se
realizé un analisis de correlacion entre la expresion de los miRNAs y los genes
identificados utilizando bases de datos publicas. Se seleccionaron aquellos genes blanco
qgue mostraron tener una correlacién negativa estadisticamente significativa con ambos
miRNAs. Posteriormente, se estudid la expresion de estos genes blanco en tumores de
pacientes con CaP y muestras no tumorales disponibles en TCGA-PRAD. Ademas,
utilizando un analisis de curvas ROC, se evalué la capacidad de biomarcador diagndstico
para distinguir entre pacientes con CaP y sin CaP de los miRNAs y genes blanco
seleccionados, como asi también de la combinacion de todos ellos. Finalmente, se
analizé el estado de metilacion de la regién promotora de los genes de los miRNAs
seleccionados y se compard la metilacién en estos loci con la expresidn de los 2 miRNAs

maduros.

Descripcion del modelo murino utilizado

Se desarrolld un modelo murino de CaP sensible a andrdégenos utilizando ratones
machos C57BL/6J de 6 semanas de edad (n=16). Los mismos fueron aleatorizados en 2
grupos (n=8 cada grupo) y se alimentaron ad libitum durante 20 semanas con una DC o
una DG. Al cabo de 12 semanas de dieta, se midieron pardmetros metabdlicos tales

como glucemia y colesterol. A continuacidn, los ratones fueron inoculados con células
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de CaP murinas TRAMP-C1, tal como se observa en la Figura 41. Luego de 7-8 semanas
post-inoculacién los animales fueron sacrificados y se colectd sangre via intracardiaca la
cual se dejo coagular para separar la fraccién plasmatica del suero y muestra de tejido

tumoral y tejido adiposo gonadal.

Inyeccion s.c. de

TRAMP-C1
< E
8 Semanas post- —_ @ A @
3 12 Semanas inyecciéon Sge..& B 3
Dieta control —M— ———— Sacrificio | @)

‘ Medicion glucemia y
colesterol

Inyeccion s.c. de

TRAMP-C1
<
Ratones C57BL/6) 8 Semanas post-
de 6 semanas de . 12 Semanas inyeccion e
edad (n=16) Dieta grasa — ——— Sacrificio
‘ Medicion glucemia y - (/, -
colesterol & C - (_/
9226,
Q=0
- &

Figura 41. Esquema del modelo murino desarrollado. Ratones machos C57BL/6J (n=16) fueron
alimentados de manera crénica con DC o DG (n=8 por grupo) durante 20 semanas. A la semana
12 de dieta, se les midié la glucemia y colesterol en ayunas y fueron inoculados en el flanco
izquierdo de manera subcutdnea con 5x10° de células de CaP murinas sensibles a andrdgenos
TRAMP-C1. Luego de ocho semanas post-inyeccién, los ratones fueron sacrificados y se

colectaron tumores, sangre via intracardiaca y tejido adiposo gonadal para su posterior analisis.

La DG modula la expresion de miRNAs en tumores TRAMP-C1

Anteriormente, trabajos pertenecientes a nuestro grupo reportaron que la DG
aumentaba significativamente el crecimiento del tumor de prdstata, la expresion de
oncogenes y oncomiR en ratones macho (Massillo e al., 2020; Dalton et al., 2019;
Massillo et al., 2019; Moiola et al., 2014). Como ya se menciond en otras secciones,
nuestro grupo estableciéo un modelo de ratones con un estado similar al SM y con CaP
donde se identific6 a CTBP1 como un vinculo novedoso que asociaba ambas
enfermedades. En particular, se descubrié que un estado similar al SM indujo

hipertrofia, hiperplasia e inflamacidn del tejido adiposo blanco en esos ratones (Massillo
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et al., 2019). Estos cambios en el tejido adiposo blanco condujeron a un fenotipo pro-
inflamatorio y aumento la concentracién sérica de estradiol. Ademas se vio que el
estado similar al SM aumento el crecimiento del CaP y los niveles de expresion de CTBP1,
Fabp4 e IL-6 (Massillo et al., 2019). En base a estos resultados, se continud investigando
la interaccion entre las células del tejido adiposo blanco y el CaP a través de miRNAs, en
un modelo murino de SM y CaP sensible a andrégenos. Se encontrd un grupo de cinco
mMiRNAs (mmu-miR-221-3p, 27a-3p, 34a-5p, 138-5p y 146a-5p) que estaba aumentado
en tejido adiposo blanco gonadal, tumores y plasma de ratones con un estado similar al
SM en comparacién con los ratones control (Massillo et al., 2020). Tres de estos cinco
miRNA se detectaron en los medios de co-cultivos de tejido adiposo blanco gonadal y
células de CaP murinas TRAMP-C1 (Massillo et al., 2020). Ademas, usando microarreglos
de expresion de miRNAs, se encontré que 121 miRNAs se liberaron de manera
diferencial en los medios de co-cultivo entre el tejido adiposo blanco gonadal
proveniente de ratones alimentados con DG y células TRAMP-C1 en comparacién con el
co-cultivo de tejido adiposo blanco gonadal de ratones DC y TRAMP-C1 (Massillo et al.,
2020). Los genes blanco de los 66 miRNAs mds desregulados estaban involucrados en
vias comunes, principalmente relacionadas con el metabolismo de los acidos grasos, el
procesamiento de proteinas ER, la degradacion de aminoacidos, la sefializacién de PI3K
AKT y CaP (Massillo et al., 2020). En base a estos resultados, en este trabajo de tesis se
propuso seguir estudiando a los miRNAs como jugadores responsables, en parte, de los
efectos de la DG en el CaP en ratones, como asi también su papel en los pacientes con

CaP y/o algun desorden metabdlico.

Para ello se investigd el impacto de la DG en el crecimiento de tumores TRAMP-C1

desarrollados en ratones machos C57BL/6J (Figura 42).
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Figura 42. Crecimiento tumoral de ratones C57BL/6J DC o DG inoculados con la linea celular

TRAMP-C1. El tamafio tumoral fue medido 3 veces a la semana. Las curvas indican los valores

medios y el desvio estandar de un experimento representativo (n=8 por grupo). La significancia

estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron los datos utilizando el test de Mann-Whitney.

Se determind el perfil de expresién de miRNAs en estos tumores mediante un

microarreglo de expresién de miRNAs. El GeneChiP miRNA 4.0 Affymetrix se hibridé con

RNA total aislado de tumores TRAMP-C1 DC o DG. Después de la normalizacién de datos,

se seleccionaron los miRNAs diferencialmente expresados con un FDR <0.05 y se

identificaron 18 miRNAs regulados negativamente y 6 regulados positivamente en

tumores DG en comparacién con el grupo DC (Figura 43, Tabla 6).
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Figura 43. Representacion en mapa de calor de la expresion de miRNAs en aloinjertos DC y DG.
El mapa de calor se generd en base a los miRNAs expresados diferencialmente con un FDR <0.05
en tumores TRAMP-C1 desarrollados en ratones DC en comparacién con ratones alimentados

con DG.
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Tabla 6. Lista de miRNAs desregulados por la DG en tumores TRAMP-C1.

Sonda miRNA log2FoldChange FDR
MIMAT0000665 st [mmu-miR-223-3p |-0.95 0.04352941
MIO001730 x_st mmu-miR-451a -1.06 0.03642857
MIMAT0000748 st [mmu-miR-383-5p |- 1.08 0.046842106
MIMAT0027880 st [mmu-miR-6989-5p | - 1.12 0.036666665
MIMAT0000165 st [mmu-miR-155-5p |-1.12 0.03642857
MIMAT0017238 st [mmu-miR-665-5p |-1.15 0.04222222
MIMAT0009457 st [mmu-miR-1839-3p | - 1.21 0.038125
MIMAT0027746 st [mmu-miR-6923-5p | - 1.23 0.016363636
MIMAT0004626 st [mmu-miR-18a-3p |- 1.26 0.01
MIMAT0027937 st [mmu-miR-7016-3p | - 1.29 0.017
MIMAT0000516 st [mmu-miR-148a-3p | - 1.31 0.03642857
MIMATO0000536 st [mmu-miR-29¢-3p |- 1.39 0.0057142857
MIMAT0000160_st [mmu-miR-150-5p |- 1.49 0.0057142857
MI0024714 st mmu-miR-7578 - 1.53 0.006
MIMAT0000123 st [mmu-miR-1a-3p - 1.54 0.01
MIMAT0027981_ st [mmu-miR-7038-3p | - 1.57 0.006
MIMATO0000769 st [mmu-miR-133b-3p | - 3.05 0
MIMAT0000145 st [mmu-miR-133a-3p | - 3.45 0
MIMAT0000376 st [mmu-miR-298-5p |-2.12 0
MIMAT0028436 st [mmu-miR-7234-5p | 1.63 0
MIMAT0004576 st [mmu-miR-296-3p | 1.35 0.036
MIMAT0017341_st [mmu-miR-1934-3p | 1.27 0.026666667
MIMATO0027906 st [mmu-miR-7002-5p | 1.21 0.0225
MIMAT0017170_st [mmu-miR-196b-3p | 1.13 0.036666665

Para validar estos resultados, se midié mediante stem-loop RT-qPCR la expresion de 6
miRNAs regulados negativamente (mmu-miR-133a-3p, 1a-3p, 29¢-3p, 18a-3p, 148a-3p
y 223-3p) en tumores TRAMP-C1 de ratones DG y DC. Los resultados mostraron una
disminucion significativa en la expresién de los mmu-miR-133a-3p, 1a-3p y 29¢c-3p en
tumores DG en comparacién con los tumores DC (Figura 44). No se detectaron cambios

en los niveles de expresion de mmu-miR-18a-3p, 148a-3p y 223-3p (Figura 44).
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Figura 44. La DG disminuye la expresion de ciertos miRNAs en tumores TRAMP-C1 de ratones
C57BL/6J. Se analizé la expresion de los miRNAs indicados mediante stem-loop RT-qPCR en los
tumores TRAMP-C1 generados en los ratones DC y DG, utilizando oligos especificos para los
miRNAs indicados (n=8 por grupo; las corridas fueron realizadas por duplicado). Los datos fueron
normalizados a la media geométrica de la expresion de los miRNAs mmu-miR-103a-3p y mmu-

miR-191-5p. Para el andlisis estadistico, se utilizé el test de Mann-Whitney.

Ademas, se determind el perfil de expresion de los miRNAs en el torrente sanguineo de
ratones. Se vio que el mmu-miR-1a-3p se encontraba disminuido significativamente en
el plasma de ratones DG en comparacion con animales alimentados con DC (Figura 45).
Los mmu-miR-133a-3p, miR-29¢c-3p, miR-18a-3p y miR-223-3p no mostraron cambios en
los niveles de su circulacion plasmatica, mientras que el mmu-miR-148a-3p no se pudo

detectar en circulacion (Figura 45).
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Figura 45. La DG disminuye la expresion del mmu-miR-1a-3p en el plasma de ratones

inyectados con células TRAMP-C1. Se analiz6 la expresién de los miRNAs indicados mediante

stem-loop RT-gPCR en el plasma de ratones DC y DG inyectados con células TRAMP-C1,

utilizando oligos especificos para los miRNAs indicados (n=8 por grupo; las corridas fueron

realizadas por duplicado). Los datos se encuentran normalizados al spike-in cel-miR-39-3p. Para

el analisis estadistico, se utilizé el test de Mann-Whitney o test de la mediana segun

corresponda.

Finalmente, se determind el perfil de expresiéon de los miRNAs en el tejido adiposo

blanco gonadal de los animales. Ninguno de los 6 miRNAs mostré cambios en su

expresion por efecto de la DG (Figura 46).
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Figura 46. Expresion de los miRNAs seleccionados en el tejido adiposo gonadal de ratones DC
y DG inyectados con células TRAMP-C1. Se analizé la expresidon de los miRNAs indicados
mediante stem-loop RT-qPCR en el tejido adiposo gonadal de ratones DC y DG inyectados con
células TRAMP-C1, utilizando oligos especificos para los miRNAs indicados (n=8 por grupo; las
corridas fueron realizadas por duplicado). Los datos fueron normalizados a la media geométrica
de la expresion de los miRNAs mmu-miR-103a-3p y mmu-miR-191-5p. Para el analisis

estadistico, se utilizé el test de Mann-Whitney o test de la mediana segln correspondiera.

Los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p se encuentran disminuidos en tumores
de prdstata y en tumores metastasicos de prdstata

Para investigar la relevancia en pacientes con CaP de los miRNAs estudiados en modelos
murinos, se realizé un andlisis bioinformatico utilizando los conjuntos de datos TCGA-
PRAD, GSE117674 y PRIDB5095. Primero, se evalud la expresion de los miRNAs
diferencialmente expresados en tumores primarios de prdstata en comparacién con el
TNA. Como se muestra en la Figura 47, se vio que los hsa-miR-133a-3p y 1-3p estaban
significativamente disminuidos en CaP en comparacién con TNA (cohorte TCGA-PRAD).
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la expresidn de los hsa-miR-29c-

3p, miR-18a-3p, miR-148a-3p y miR-223-3p.
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Figura 47. El hsa-miR-133a-3p y hsa-miR-1a-3p se encuentran disminuidos en tumores de
pacientes con CaP en comparacion con TNA. Se analizé la expresion de los miRNAs indicados a
partir de los datos obtenidos de la herramienta XENA pareando tumores (CaP) y tejido normal
adyacente (TNA) de pacientes pertenecientes a la cohorte TCGA-PRAD informados como log>
(LPM+1) (n=52 por grupo). Para el analisis estadistico, se utilizaron la prueba-T pareada o el test

de Wilcoxon segln correspondiera.

Debido a que la expresion de los miRNAs varia a lo largo de una enfermedad (Massillo
et al., 2017), se decidié estudiar su perfil de expresion en tumores de pacientes con
cancer de préstata metastdsico (CaPM) y tumores de pacientes sin metastasis. Para esto,
se exploraron los resultados de una secuenciacién de nueva generacién del miRNoma
pertenecientes al trabajo de Nam disponible en GEO (GSE117674) (Nam et al., 2018). El
hsa-miR-133a-3p se encontraba disminuido significativamente en tumores de pacientes
metastdsicos (después de la cirugia) en comparacion con tumores de pacientes no
metastdsicos (Figura 48). Por el contrario, se encontré que hsa-miR-29c-3p estaba

regulado positivamente en CaPM (Figura 48). No hubo diferencias en la expresion de los
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hsa-miR-18a-3p, miR-148a-3p y miR-223-3p, mientras que en esta cohorte de pacientes

no se detectd al hsa-miR-1a-3p (Figura 48).
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Figura 48. La expresion de miRNAs se encuentra modulada en tumores de prostata de
pacientes con metastasis respecto a tumores de pacientes no metastasicos. Se analizé la
expresion de los miRNAs indicados a partir de los datos obtenidos de la base de datos GEO
(GSE117674) en tumores de prdstata no metastasicos de pacientes (CaP) y tumores de pacientes
con CaP metastasico (CaPM) graficados como lecturas normalizadas (n=19 por grupo). Para el

anadlisis estadistico, se utilizaron el test de Mann-Whitney o test de la mediana segun

correspondiera.

Ademas, se utilizd la herramienta miTED para evaluar la expresion de los miRNAs en
tumores de pacientes con CaP resistente a la castracion (CaPRC). Los hsa-miR-133a-3p vy
hsa-miR-1a-3p mostraron una tendencia a disminuir en tumores de pacientes con CaPRC
en comparacién con CaP (Figura 49). Es importante mencionar que el nUmero de casos
evaluados fue bajo (n=6), por lo tanto, a futuro, un aumento en el nimero de pacientes

quizas permitiria ver cambios significativos en la expresidn de dichos miRNAs.
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Figura 49. Expresion de los miRNAs seleccionados en tumores de pacientes con CaP y CaPRC.
Se analizé la expresion de los miRNAs indicados a partir de los datos obtenidos de la base de
datos miTED (PRJDB5095) en tumores de pacientes con CaP y con CaPRC informados como log2
(LPM+1) (n=3 por grupo). Para el andlisis estadistico, se utilizaron el test de Mann-Whitney o

test de la mediana segln correspondiera.

Como se menciond anteriormente, se encontré que el mmu-miR-1a-3p estaba
disminuido en el plasma de ratones DG (Figura 45). Ademas, estos ratones mostraron
niveles elevados de glucosa y colesterol en sangre en ayunas (Figura 50A), pero no se

encontraron cambios en su peso corporal (Figura 50B).

A Glucemia basal Colesterol B
p=0.02 p=0.01 50—
2507  — 2094  —
k) I S 40
g 00 3 154 T
S 150 S 2 304
© ] =
8 g 107 3 - DC
S 1004 £ o 20
g § s 2 DG
5 50 o . o 404
S o
0- 0.0- 0 T T !
DC DG DC DG 0 50 100 150

Dias

111



RESULTADOS|CAPITULO 2

Figura 50. La DG aumenta los niveles de colesterol y glucemia basal en sangre de ratones
C57BL/6J inyectados con células TRAMP-C1. (A) El colesterol y la glucemia en ayunas fueron
medidos a la semana 12 post-inicio de la dieta. (B) El peso corporal fue medido una vez a la
semana. En la semana 12 post-inicio de la dieta los ratones fueron inyectados en el flanco
izquierdo con células TRAMP-C1. Para el andlisis estadistico, se utilizaron el test de Mann-

Whitney o test de la mediana segun correspondiera.

Por ello, se decidié investigar la relacidn entre la hiperglucemiay la disminucién de estos
miRNAs en plasma. Para ello, se analizd la presencia de los hsa-miR-1332-3p, miR-12-3p,
miR-29c-3p, miR-182-3p, miR-1482-3p y miR-223-3p en muestras de sangre de pacientes
con diabetes tipo 2 (DMT2) (n=6) y donantes sanos (DS) (n=4) utilizando los datos de
microarreglos de expresion disponibles en el conjunto de datos GSE27645. Sin embargo,

no se encontraron diferencias en los niveles circulantes de los 6 miRNAs (Figura 51).

hsa-miR-133a-3p hsa-miR-1a-3p hsa-miR-29¢-3p
0.00- 0.01- 5-
2 -0.01- jj[ 0.00- . 4 )
< 3+
oY -0.02- -0.01-
" — 24
E -0.03 " -0.02 1
[} .
© -0.04 T T -0.03 . T 0 T T
g DS DMT2 DS DMT2 DS DMT2
l;
ﬂ hsa-miR-18a-3p hsa-miR-148a-3p hsa-miR-223-3p
2 5- 0.5 15
..g 4- . 0.4 " e
a 2 0.3 10
2 . 0.2
% 27 0.1- 5- .
Ll 11 004 o %
0 T T -0.1 . T 0 T T
DS DMT2 DS DMT2 DS DMT2

Figura 51. Expresion de los miRNAs seleccionados en la sangre de pacientes con diabetes tipo

2 y donantes sanos. Se analizd la expresion de los miRNAs indicados a partir de los datos
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obtenidos de la base de datos GEO (GSE27645) en muestras de sangre de pacientes con diabetes
tipo 2 (DMT2) y donantes sanos (DS) graficados como intensidad de sefial normalizados (n

DMT2=6 y n DS=4). Para el analisis estadistico, se utilizé el test de Mann-Whitney.

En resumen, la DG disminuye la expresion de miRNAs en alotransplantes de
prostata, favoreciendo el crecimiento tumoral. En particular, 2 de los miRNAs
regulados negativamente por la DG en tumores de prostata murinos (miR-1332-
3p y miR-12-3p) se encuentran disminuidos en tumores de pacientes con CaP y
CaPM. Por lo tanto, estos resultados proponen que los hsa-miR-1332-3p y miR-
1-3p podrian actuar como supresores tumorales en el CaP.

Los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p comparten varios genes blanco

Debido a que no habia datos disponibles de genes blanco validados para los miRNAs
incluidos en este estudio, se obtuvo una lista de genes blanco predichos para los hsa-
miR-133a-3p y miR-1a-3p, utilizando la herramienta bioinformatica microT-CDS. Para
identificar genes blanco comunes, se usé el diagrama de Venn (Figura 52A). Se
encontraron 608 genes blanco para el hsa-miR-133a-3p, mientras que 634 genes blanco
para el hsa-miR-1a-3p. Habia 38 genes blanco en comun entre el hsa-mR-133a-3p y el

miR-1a-3p (Figura 52A-B).
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Figura 52. Genes blanco predichos compartidos entre el hsa-miR-133a3p y miR-1a-3p. (A)
Diagrama de Venn realizado utilizando los genes blanco predichos obtenidos de la herramienta
bioinformatica microT-CDS de los miRNAs hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p. (B) Se enumeran los

genes blanco compartidos entre el hsa-miR-133a-3p y el miR-1a-3p.

Ademads, para determinar la relevancia de los genes blanco de los miRNAs regulados
negativamente en muestras humanas, se realizé un andlisis de componentes principales
de los 38 genes blanco comunes utilizando los datos de expresién normalizados de
muestras de préstata normal (PN) (obtenidas de GTEX), TNA y tumores de proéstata
(obtenidas de TCGA-PRAD). El diagrama de dispersion bidimensional de los dos primeros
componentes principales revelé marcadas diferencias en la expresién génica general

entre las muestras de PN y CaP (Figura 53).
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Figura 53. Graficos del analisis de componentes principales realizado con la expresion de la
firma de 38 genes blanco. (A) Utilizando los datos de expresion de los 38 genes blanco se realizd
un anadlisis de componentes principales (PCA). Se graficd mediante un scatterplot las dos
primeras componentes (Dim 1y Dim 2) del PCA. Los circulos verdes, celeste y razul representan
muestras de prostatas normales, TNA y tejido tumoral de prdstata respectivamente. (B) Grafico
correspondiente al biplot del PCA representando los 38 genes en comun y su relevancia en cada

una de las dos componentes principales (Dim 1y Dim 2). Cada flecha corresponde a un gen.

Los miRNAs regulados negativamente por la DG modulan vias
relacionadas con el cancer

Para explorar el papel funcional de los miRNAs seleccionados y las vias que modulan, se
uso la herramienta bioinformatica DIANA-miRPath v3 (http://snf-
515788.vm.okeanos.grnet.gr/). Con todos los genes blanco predichos, se realizdé un
analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion KEGG, utilizando un valor de p <0,05.
Este analisis reveld que los genes blanco de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p estaban
asociados con procesos como la desregulacidn transcripcional en cancer y la interaccién

del receptor ECM (Figura 54, Tabla 7).
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Figura 54. El hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p modulan vias relacionadas con el cancer. Dotplot
que representa las 10 principales vias significativas (valor p<0,05) de KEGG asociadas a los genes

blanco del hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p.

Tabla 7. Top 10 de vias de sefializacion de KEGG con un valor p<0.05 para los genes blanco de

los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p.

Vias de sefializacién de KEGG Valor p #Genes #miRNAs
Biosintesis de glucoesfingolipidos- series lacto y neolacto 3.07E-06 2 1
Interaccién ECM-receptor 7.12E-06 9 2

Uniones Gap

2.82E-03

ﬁ

Invasion bacteriana en células epiteliales 0.00924611 13 2
Adiccion a las anfetaminas 0.00953225 11 2
Adiccion a la morfina 0.00953225 12 2
Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho 0.00953225 7 2
Sefalizacion adrenérgica en cardiomiocitos 0.01052284 15 2
Degradacidn de la lisina 0.01947552 7 2

Utilizando DIANA-miRPath v3, se realizé un anadlisis de GO a tres niveles: procesos
bioldgicos, componentes celulares y funcion molecular. Los primeros 10 términos

estadisticamente significativos (valor p <0,05) se muestran en la Figura 55.
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Figura 55. Analisis de enriquecimiento funcional del hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p. Dotplot que

representa las 10 principales categorias significativas (valor p<0,05) de GO asociadas a los genes

blanco del hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p.

Los genes blanco de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p se enriguecieron en procesos

asociados con la actividad del factor de transcripcién de unién a acidos nucleicos, la

expresion génica y la actividad del factor de transcripcion de unién a proteinas (Figura

55, Tabla 8).

Tabla 8. Top 10 de vias de categorias de Gene Ontology con un valor p<0.05 para los genes

blanco de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p.

Categoria de GO Valor p
Organela 4,50E-55
Proceso metabdlico de compuestos nitrogenados celulares 9.51E-27
Unidn a iones 9.19E-25
Procesos biosintéticos 1.92E-17
Actividad del factor de transcripcién de unién a dcidos nucléicos 4.80E-15
Cellular protein modification process 2.68E-10
Expresidn génica 3.19E-10
Actividad del factor de transcripcién de unién a proteinas 5.05E-10
Unidn a enzima 5.05E-10
Funcion molecular 1.86E-08

#Genes
715
355
430
293
103
171

55
54
111
1043

#miRNAs

N RN NN NMNNRNNDNDN
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Los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p modulan vias especificas relacionadas con el
cancer y ademds, sus genes blanco en comun muestran una marcada diferencia
en su expresion entre tejido normal y tumoral de prostata.

GOLPH3 y JUP estan aumentados en tumores primarios de prdstata de
pacientes

Con el fin de encontrar genes blanco relevantes para los 2 miRNAs seleccionados, se
realizé una matriz de correlacién, utilizando los datos de expresion de los hsa-miR-133a-
3p y miR-1a-3p y la expresidén de los 26 genes blanco implicados en el proceso de
desregulacion transcripcional en cancer (Tabla 2) en tumores de préstata de pacientes
disponibles en TCGA-PRAD (UCSC Xena). A partir de este andlisis, se seleccionaron los
genes blanco que mostraron un coeficiente de correlaciéon de Spearman (rho) negativo
con los 2 miRNAs y un valor de p <0,05 (Figura 56A). Se encontraron 3 genes blanco
(GOLPH3, H3F3A y JUP) con una correlacidon negativa significativa con los miRNAs
seleccionados (Figura 56B). Ademas, los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p mostraron una

fuerte correlacidn positiva entre ellos con un valor p significativo (Figura 56B).
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hsa-miR-133a-3p hsa-miR-1a-3p p del miR-133a-3p p del miR-1a-3p

GOLPH3 -0.264406625 -0.258287372 2.78E-09 6.57E-09
FUT8 -0.202432285 -0.051961187 6.29E-06 0.250948782
CDK14 -0.155207583  -0.017668849 0.000565158 0.69642697
MLLT3 -0.104755013  -0.040745302 0.020378068 0.368117089
DDX5 -0.038267497  -0.107570527 0.397980591 0.01721848
H3F3B -0.020292425 -0.014758874 0.65408761 0.744511404
HOXA9 -0.002034218 0.007238672 0.964175551 0.873016811
WT1 0.036385945 0.136774368 0.421601291 0.002412001
PPARG 0.043253207 0.072541584 0.339348968 0.108760628
PDGFA 0.067449538 0.011665963 0.135976157 0.796726188
FLI1 0.112180967 0.175722514 0.012964721 9.22E-05
RUNX1T1 0.134641915 0.215444381 0.002822618 9.34E-07
IGF1 0.188975165 0.181196727 2.55E-05 5.48E-05
PAX7 0.20619053 0.177246832 4.18E-06 7.99E-05
MET 0.208459465 0.316104383 3.26E-06 7.84E-13
PBX1 0.223437492 0.341598989 5.83E-07 7.55E-15
PER2 0.246025302 0.275575726 3.45E-08 5.47E-10
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Figura 56. La expresion de los miRNAs hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p se correlaciona
negativamente con la expresidn de sus genes blanco seleccionados. (A) Utilizando la expresion
de la firma de 26 genes blanco implicados en el proceso de desregulacion transcripcional en
cancer y la expresion del hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p, en tumores de prdstata de pacientes
obtenidos de la cohorte de TCGA-PRAD, se realizé un analisis de correlacidon de Spearman. Se
calculé el coeficiente de Spearman y su valor p asociado. Los genes marcados en color
representan aquellos con mayor correlacién negativa estadisticamente significativa con los
miRNAs. (B) Representacion grafica de la correlacién entre el hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3py los
genes blanco mayor correlacidén negativa. El valor de correlaciéon de Spearman y valor p estan

indicados en nimeros y asteriscos rosas respectivamente.

Luego, se analizd el patrén de expresion de los tres genes blanco en tumores de prostata
y muestras normales disponibles en TCGA-PRAD. Como se muestra en la Figura 57, se
encontrd que la expresiéon de GOLPH3 y JUP aumentd significativamente en los tumores
primarios de prdstata en comparacion con TNA. No hubo diferencias en la expresion de

H3F3A.
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Figura 57. La expresion de 2 de los genes blanco predichos seleccionados de los miRNAs hsa-
miR-133a-3p y miR-1a-3p se encuentra aumentada en CaP respecto a TNA en pacientes. Se
analizd la expresidn de los genes mencionados a partir de los datos obtenidos de la herramienta
XENA pareando tumores (CaP) y tejido normal adyacente (TNA) de pacientes pertenecientes a
la cohorte TCGA-PRAD graficada como log2 (LPM+1) (n=52 por grupo). Para el andlisis

estadistico, se utilizaron prueba-T pareada o Test de Wilcoxon segun correspondiera.
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La combinacidon de hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP da como
resultado un buen panel de biomarcadores para distinguir entre pacientes
con CaP y sin CaP

Hasta la fecha, el examen rectal digital (Digital Rectal Exam, DRE) y la monitorizacién del
antigeno prostatico especifico (Prostate-specific antigen, PSA) en suero son los métodos
estandar de deteccidon del CaP (Schmid et al., 2004). Sin embargo, el PSA es un
biomarcador érgano- pero no tumor-especifico, con una baja especificidad y alta tasa
de falsos positivos en pacientes con hiperplasia prostatica benigna (HPB). Por lo tanto,
se estudio si los hsa-miR-133a-3p, miR-1a -3p, GOLPH3, JUP o una combinacion de ellos
resultaba ser un buen biomarcador para distinguir entre pacientes con CaP y sin CaP.
Para ello, se realiz6 un analisis de curvas ROC. Como se muestra en la Figura 58, se
obtuvo un poder predictivo deficiente para discriminar entre tejido tumoral y TNA
cuando se calculd el area bajo la curva (AUC) para el hsa-miR-133a-3p, el miR-1a-3p y
JUP (0,659, 0,706 y 0,655, respectivamente). El AUC para GOLPH3 fue de 0,845 (Figura

58), lo que demuestra que este gen es Util para distinguir entre tejido tumoral y TNA.
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Figura 58. Curvas ROC correspondientes al hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP.
Utilizando los datos de expresion de los 2 miRNAs candidatos y sus 2 genes blanco seleccionados
obtenidos de la herramienta XENA pareando tumores (CaP) y tejido normal adyacente (TNA) de
pacientes pertenecientes a la cohorte TCGA-PRAD (n=52 por grupo), se realizaron las curvas ROC
correspondientes utilizando modelos logisticos. Se calcularon los valores de area bajo la curva
(AUC), sus correspondientes intervalos de confianza (IC), sensibilidad y especificidad, los cuales
se observan en la esquina inferior derecha de cada curva. En cada curva, en negrita, se

representa el punto de corte. La significancia estadistica utilizada fue del 5%.

Sin embargo, se podria usar un panel de genes/miRNAs en la clinica en lugar de un Unico
biomarcador diagnéstico. Por esta razdn, se analizé una combinacion de genes y miRNAs
(hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p, GOLPH3 mas JUP) como un posible panel de
biomarcadores para distinguir entre tejido tumoral y TNA. Se demostré que esta
combinacion mejoré el desempefio de GOLPH3, obteniendo un AUC de 0,867, 86,5% de
sensibilidad y 78,8% de especificidad (Figura 59).
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Figura 59. Curvas ROC correspondientes a la combinacién del hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p,
GOLPH3 y JUP. Utilizando los datos de expresion de los 2 miRNAs candidatos y sus 2 genes
blanco seleccionados obtenidos de la herramienta XENA pareando tumores (CaP) y tejido
normal adyacente (TNA) de pacientes pertenecientes a la cohorte TCGA-PRAD (n=52 por grupo),
se realizd la curva ROC correspondiente a la combinacién de ellos utilizando un modelo logistico.
Se calculd el valor del area bajo la curva (AUC), su correspondiente intervalo de confianza (IC),
sensibilidad y especificidad, los cuales se observan en la esquina inferior derecha de la curva. En
la curva, en negrita, se representa el punto de corte. La significancia estadistica utilizada fue del

5%.

En resumen, dos genes blanco predichos de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p,
GOLPH3 y JUP, se encuentran disminuidos en el tejido tumoral de pacientes con
CaP en comparacion con TNA. A su vez, con un AUC de 0,845, GOLPH3 resulta
ser un buen biomarcador diagndstico a nivel de tejido tumoral, para distinguir
entre pacientes con CaP y pacientes sanos. Sin embargo, una combinacion del
hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP mejora el desempeino de GOLPH3.
Por lo tanto, esta combinacion resulta en un buen panel de biomarcadores
diagndstico capaz de discriminar entre tejido tumoral y tejido no tumoral.

La hipermetilacion del promotor hsa-miR-1-2/miR-133a-1 aumenta en
CaP y se correlaciona negativamente con la expresion de los miRNAs

La familia hsa-miR-1/133 esta ubicada en tres loci diferentes (como clusters de miRNAs)
en los cromosomas 18g11.2 (miR-1-2/miR-133a-1), 20913.33 (miR-1-1/miR -133a-2), y
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6p12.2 (miR-206/miR-133b) (Xie et al., 2016). En este trabajo de tesis, se analizo el
estado de metilacion en los promotores miR-1-2/miR-133a-1 y miR-1-1/miR-133a-2.
Segun los recursos de Ensembl y UCSC Xena, se identificaron dos y trece sondas de
metilacién dirigidas a los promotores hsa-miR-1-2/miR-133a-1 y miR-1-1/miR-133a-2,
respectivamente (Figura 60). Se comparo el estado de metilacion de los promotores de
2 clusters (miR-1-2/miR-133a-1 y miR-1-1/miR-133a-2) en 52 muestras emparejadas de
CaP y TNA. Como se muestra en la Figura 60A, una sonda (cg17106157) dirigida a miR-
1-2/133a-1 mostrd valores beta significativamente mas altos en CaP en comparacién
con TNA. Ademas, diez y una sondas dirigidas al promotor miR-1-1/133a-2 mostraron
valores beta mds bajos y mds altos en CaP frente a TNA, respectivamente (Figura 60B).
Luego, se realizé un analisis de correlacion entre la metilacion del promotor y los niveles

de expresion de los miRNAs maduros en 497 muestras de CaP.
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Figura 60. La hipermetilacion del promotor hsa-miR-1-2/miR-133a-1 aumenta en tumores de
préstata de pacientes en comparacion con TNA. Los niveles de metilacion de las regiones
promotoras hsa-miR-1-2/133a-1 (A) y hsa-miR-1-1/133a2 (B) se estimaron a partir de los datos
obtenidos de la herramienta XENA pareando CaP y TNA de pacientes pertenecientes a la cohorte
TCGA-PRAD (n=52 por grupo). Los valores beta se representan graficamente. Para el analisis

estadistico, se utilizd prueba-T pareada.

Como se presenta en la Tabla 9, el andlisis de correlacién de Spearman mostré que la

expresion de los hsa-miR-133a-3p y hsa-miR-1-3p se correlacioné negativamente con las
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sondas ¢g17106157 (cromosoma 18) y cg05898333 (cromosoma 20). Ademas, la
expresion de los hsa-miR-133a-3p y hsa-miR-1-3p se correlaciond positivamente con las
sondas c¢g15580304, cg14523475, cg08148458 y cg22617703 dirigidas al promotor miR-
1-1/miR-133a-2.

Tabla 9. Andlisis de correlacion de Spearman entre los valores de las sondas de metilacién y la

expresion de los miRNAs maduros.

Sonda Localizacion gendmica de la sonda Localizacion gendmica del miRNA Coeficiente de Spearman| Valor p miRNa maduro
cg06865629 18: 19,409,163-19,409,165 MIR133A1 0.01791 0.6921 hsa-miR-133a-3p
cg17106157 18: 19,410,149-19,410,151 18:19,405,659-19,405,746 -0.2188 <0.0001
cg06865629 18: 19,409,163-19,409,165 MIR1-2 0.04883 0.2802 hsa-miR-1-3p
cg17106157 18: 19,410,149-19,410,151 18:19,408,965-19,409,049 -0.2621 <0.0001
cg16745104 20: 62,550,414-62,550,416 0.01571 0.7283
©g15580304 20: 62,549,384-62,549,386 0.1713 0.0002
©g16303096 20: 62,551,783-62,551,785 0.1226 0.0065
©g14523475 20: 62,551,912-62,551,914 0.194 <0.0001
€g23415176 20: 62,550,739-62,550,741 0.03639 0.4211
©g08148458 20: 62,551,653-62,551,655 MIR133A2 0.2196 <0.0001
cg014148886 20: 62,549,358-62,549,360 20: 62.564.912-62.565.013 0.05243 0.2462 hsa-miR-133a-3p
€g22617703 20: 62,550,733-62,550,735 “ U 0.1317 0.0035
cg03805896 20: 62,545,439-62,545,441 0.008004 0.8596
©g18448991 20: 62,550,713-62,550,715 0.1049 0.0201
©g05898333 20: 62,551,361-62,551,363 -0.2227 <0.0001
cg 10842070 20: 62,550,466-62,550,468 0.04968 0.2719
cg12483984 20: 62,551,208-62,551,210 0.09832 0.0294
©g16745104 20: 62,550,414-62,550,416 0.01178 0.7946
¢g15580304 20: 62,549,384-62,549,386 0.1704 0.0002
¢g16303096 20:62,551,783-62,551,785 0.07435 0.0999
c©g14523475 20: 62,551,912-62,551,914 0.1922 <0.0001
©g23415176 20: 62,550,739-62,550,741 -0.01443 0.7497
c©g08148458 20: 62,551,653-62,551,655 MIR1-1 0.2026 <0.0001
cg01414886 20: 62,549,358-62,549,360 . -0.04484 0.3214 hsa-miR-1-3p
©€g22617703 20: 62,550,733-62,550,735 20: 62.554,306-62,554,376 0.1322 0.0033
cg03805896 20: 62,545,439-62,545,441 0.01108 0.8065
cg 18448991 20: 62,550,713-62,550,715 0.07972 0.0776
©g05898333 20: 62,551,361-62,551,363 -0.2671 <0.0001
©g10842070 20: 62,550,466-62,550,468 -0.01417 0.7542
©g12483984 20: 62,551,208-62,551,210 0.05089 0.2604

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la disminucion de la expresion
observada en los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p en tumores de prostata podria
deberse a una hipermetilacion del promotor del cluster hsa-miR-1-2/miR-133a-
1.

Los resultados del capitulo 2 de esta tesis muestran que la DG disminuyo la
expresion de 3 miRNAs en alotransplantes murinos de prostata sensibles a
andrégenos. A su vez, 2 de estos miRNAs (hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p)
estaban disminuidos en tumores de pacientes con CaP en comparacion con TNA
y en tumores de pacientes con CaPM comparado con tumores de pacientes sin
metdstasis. Lo cual lleva a proponer a ambos miRNAs como posibles miRNAs
supresores tumorales (tsmiRs).
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Ademds, se vio que los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p modulaban vias
relacionadas con el cancer, lo que respalda la idea de que la modulacion de la
expresion de miRNAs por parte de una DG afecta el desarrollo del CaP.

Mads aun, 2 genes blanco predichos de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p,
GOLPH3 y JUP estaban aumentados en tumores de CaP en comparacion con
TNA. Sumado a esto, se encontro que la hipermetilacion del promotor del cluster
hsa-miR-1-2/miR-133a-1 aumentaba en CaP y se correlacioné negativamente
con la expresion de los miRNAs, lo cual indicaria que la represion epigenética
del cluster hsa-miR-1-2/miR-133a-1 podria desemperiar un papel fundamental
en la agresividad del CaP al activar a GOLPH3 y JUP.

De esta manera se pudo establecer que una combinacion del hsa-miR-133a-3p,
miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP resulté en un buen panel biomarcador diagnodstico
para distinguir entre tejido tumoral y no tumoral.

Finalmente, se vio que los ratones alimentados con DG presentaron un aumento
en la glucemia y colesterol basal y una disminucion en los niveles de circulacion
en plasma del miR-1a-3p. Sumado a esto, los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-3p
mostraron tener una tendencia a estar disminuidos en el plasma de pacientes
con diabetes tipo Il en comparacion con voluntarios sanos. Por lo tanto,
pacientes con desordenes metabdlicos podrian tener un CaP mds agresivo
debido a una disminucion en la expresion de los tsmiRs hsa-miR-133a-3p y miR-
1a-3p.

En conjunto, estos resultados demuestran que un estadio similar al SM aumenta
el crecimiento tumoral de prostata sensible a androgenos a través de la
disminucion de tsmiRs, mds especificamente de los hsa-miR-133a-3p y miR-1a-

3p.
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CAPITULO 3

LOS miRNAs CIRCULANTES SON BUENOS
BIOMARCADORES PARA LA DETECCION
DEL CANCER DE PROSTATA
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Si bien el diagndstico del CaP ha ido mejorando con el avance de las tecnologias y del
conocimiento cientifico, los métodos de diagndstico actuales son insuficientes para
detectar esta enfermedad de manera especifica, siendo necesario desarrollar
biomarcadores mas sensibles. Actualmente, se utiliza al PSA como marcador deteccién
y diagndstico del CaP. Sin embargo, los niveles de PSA pueden verse elevados por
diversas razones, entre ellas: la edad, una infeccidn, la eyaculacién, la retencién urinaria,
ciertos medicamentos e incluso andar en bicicleta. Todo esto puede dar lugar a falsos
positivos. Por lo tanto, el uso del PSA como marcador diagndstico tiene ciertas ventajas
clinicas, pero no es muy util para diagnosticar con precisidn la enfermedad oncolégica o
distinguir la enfermedad indolente de la agresiva. En este capitulo, proponemos el uso
de miRNAs circulantes en plasma como potenciales biomarcadores, a través del uso de
biopsias liquidas como una herramienta para complementar a los métodos de tamizaje.
Para ello, mediante el uso de microarreglos de expresion en suero y secuenciacion de
miRNAs en plasma de pacientes con CaP y VS, se identificd un grupo de miRNAs que se
encuentra aumentado en circulacidn de pacientes CaP respecto a VS. Luego, se validaron
estos miRNAs circulantes mediante una técnica independiente (stem-loop RT-qPCR), en
un nimero mayor de pacientes con diagnéstico de CaP comparando con VS. Finalmente,
estos resultados fueron validados utilizando una cohorte de pacientes obtenida de
repositorios publicos. Asimismo, se analizé la expresidn de los miRNAs en tumores en

comparacion con TNA.

Métodos utilizados para la identificacion de miRNAs candidatos

Luego de haber establecido las condiciones 6ptimas para la extraccion de miRNAs
circulantes utilizando modelos preclinicos, se procedid a analizar muestras de pacientes
con CaP y VS con el objetivo de identificar y validar miRNAs para ser utilizados como
biomarcadores en el diagndstico del CaP. Para ello, se establecieron protocolos de
investigacion que fueron evaluados por varias instituciones de salud como se describe
en Materiales y Métodos. Se utilizaron 11 y 24 muestras de suero de pacientes con CaP
y VS respectivamente; y 65 y 68 muestras de plasma de pacientes con CaP y VS
respectivamente, como se detalla en la Figura 61. Se dividieron las muestras en dos
cohortes: una exploratoria y una validatoria. En la primera, se incluyeron 11 muestras

de suero de pacientes con CaP y se compararon con 24 muestras de suero de VS.
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Ademas, en esta cohorte exploratoria también se incluyeron 6 muestras de plasma de
pacientes con CaP y se compararon con 4 muestras de plasma de VS. Las muestras de la
cohorte exploratoria fueron usadas para la identificacion de los miRNAs utilizando
microarreglos de expresion y secuenciacion de miRNAs. En la cohorte validatoria, se
incluyeron 65 y 68 muestras de plasma de pacientes con CaP y VS respectivamente
(donde se incluyen las 6 muestras de plasma de pacientes con CaP utilizadas en la
cohorte exploratoria), que fueron utilizadas para la validacidn analitica (es decir por otra
técnica: RT-qPCR) de los datos obtenidos de los microarreglos y la secuenciacién de
miRNAs. Finalmente, se utilizd una cohorte validatoria externa, la cual incluyé datos de
microarreglos de expresion y secuenciacién de miRNAs a partir de plasma y suero

respectivamente, de pacientes con CaP y VS obtenidos de repositorios publicos.

Muestras usadas para la busqueda y validacion de miRNAs candidatos

Cohorte validatoria
(incluye la cohorte exploratoria de plasma)

Cohorte exploratoria ‘

Suero Plasma Plasma
11 CaP 6 CaP 65 CaP
24 VS 4 VS 68 VS

‘ Cohorte validatoria externa

Suero Plasma
282 CaP 27 CaP
282 VS 27 VS

Figura 61: Esquema de las muestras y cohortes de voluntarios enrolados en el protocolo de
investigacion. Se colectaron muestras de plasma y suero de pacientes con CaP y VS de los
distintos hospitales que se detallaron en la seccién Materiales y Métodos para la identificacion
y validacién de miRNAs que puedan ser utilizados en la detecciéon del CaP. También se
obtuvieron datos de expresion de microarreglos de expresion y secuenciacion a partir de suero
y plasma respectivamente, de pacientes con CaP y VS de repositorios publicos con los que se

establecid la cohorte validatoria externa. El nimero de muestras en cada caso estd indicado.

Para la identificacién de los miRNAs candidatos para la deteccion del CaP, se utilizaron

dos tecnologias, microarreglos de expresion (Affymetrix) y secuenciaciéon de miRNAs
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(GenoHub) como se observa en la Figura 62. Para la primera tecnologia, se utilizo el
suero de 11 pacientes con CaP y de 24 VS. Las muestras de CaP fueron sub-clasificadas
de acuerdo al grado de Gleason obtenido del resultado de anatomia patoldgica del
hospital, quedando conformados 3 subgrupos Gleason 6 (n=3), Gleason 7 (n=5) y
Gleason 8-9 (n=3), como se detallé6 anteriormente en Materiales y Métodos. Las
caracteristicas clinico-patoldgicas para cada individuo se pueden encontrar en la Tabla

suplementaria 1 del Anexo.

Se realizaron extracciones de RNA de modo tal de obtener una masa de 140 ng de RNA
circulante para llevar a cabo los microarreglos de miRNAs. Se hibridizaron 7
microarreglos de miRNAs: 3 correspondientes al grupo de pacientes con CaP y 4 al grupo
de VS. Como resultado se obtuvieron listas de miRNAs medidos con distintas
intensidades de seial, que se analizaron utilizando el software TAC segun se detalla en

Materiales y Métodos.

Seleccion de miRNAs candidatos

Tecnologias utilizadas

J

Microarreglo de expresion Secuenciacion de miRNAs

Suero Plasma
11 CaP 6 CaP
24 VS valor p<0,2 4VS

FC>0

CaP vs VS CaPvs VS CaP vs VS

4603 miRNAs 768 miRNAs 160 miRNAs

Valor p<0,05 Valor p<0,2
FC>1 FC=>0

14 miRNAs 73 miRNAs

+ hsa-miR-21-5p

Comparacion

| 14 miRNAs
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Figura 62: Esquema de la seleccién de miRNAs biomarcadores candidatos obtenida a partir de
las diferentes cohortes de pacientes y tecnologias utilizadas. Se utilizaron dos tecnologias para
la identificacion de miRNAs candidatos: microarreglos de expresién y secuenciacion de miRNAs.
Se utilizé suero de pacientes con CaP o VS de la cohorte exploratoria para los microarreglos de
expresion o plasma de 6 pacientes CaP y 4 VS de la cohorte validatoria para la secuenciacion de
miRNAs. Luego, con los datos obtenidos a partir del microarreglo de expresién, se obtuvo (con
criterio de seleccién valor p<0,05 y FC>1,5) una lista de 14 miRNAs. A esta lista se le agregd, por
evidencia bibliografica, el hsa-miR-21-5p, dando una lista de 15 miRNAs. Por otro lado, con los
datos obtenidos de la secuenciacién se obtuvo una lista de 73 miRNAs (con criterio de seleccion
valor p<0,2 y FC>0) y esta lista fue comparada con la lista de miRNAs obtenida a partir del
microarreglo de expresién utilizando los mismos criterios de seleccién (valor p<0,2 y FC>0).
Finalmente se obtuvieron dos listas finales de miRNAs identificadas con verde y celeste. Se indica

en todos los casos el nimero de voluntarios y pacientes enrolados y de miRNAs obtenidos.

Como se describe en la Figura 62, para los andlisis, se utilizaron como criterios de
seleccion un valor p<0,05 y veces de cambio o Fold-change (FC) >1,5. Asi, se generé una
lista de miRNAs diferencialmente expresados con 14 miRNAs aumentados en el suero
de pacientes con CaP respecto a VS, informados en la Tabla suplementaria 2 del Anexo.
Basado en la bibliografia que sostiene que el hsa-miR-21-5p es un miRNA clave en el
desarrollo y progresién del CaP, este miRNA fue sumado a la lista de 14 miRNAs
mencionada anteriormente. Por lo tanto, se obtuvo una lista final de 15 miRNAs
identificada en verde en la Figura 62 y detallada en la Figura 63 con la que mas adelante

se continuaron los analisis.
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hsa-miR-4668-5p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-548a-3p
hsa-miR-2277-5p
hsa-mir-320e
hsa-miR-548x-3p
hsa-miR-4532
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-101-5p
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hsa-miR-3174
hsa-miR-1197
hsa-let-7c-5p
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-23c
hsa-miR-92a-1-5p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-552-3p

hsa-mir-320a hsa-miR-324-3p
hsa-miR-6893-5p hsa-let-7a-5p
hsa-mir-3659 hsa-mir-6131
hsa-miR-4737 hsa-miR-190a-3p
hsa-miR-1285-3p hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-21-5p

Figura 63: Listas finales de miRNAs candidatos para ser utilizados como biomarcadores en el
diagndstico del CaP. A partir del analisis de los resultados producto de los microarreglos de
expresion y miRNA-seq, se obtuvieron dos listas de miRNAs para ser luego validadas. El recuadro
sefialado en color verde proviene de los andlisis de los resultados obtenidos por microarreglos
de expresion y el azul por secuenciacion. En negrita se observan aquellos miRNAs que se

lograron poner a punto y con los que se continud la validacidn.

Para la segunda tecnologia, se utilizo el plasma de 6 pacientes con CaP con grados de
Gleason bajos (6: n=2 y 7: n=4) y de 4 VS, donde las 6 muestras de pacientes con CaP
pertenecian también a la cohorte validatoria. Las muestras se enviaron en hielo seco a
la empresa GenoHub en Estados Unidos, y alli se realizé la extraccién de miRNAs
circulantes, la secuenciacidn de los miRNAs y el analisis estadistico correspondiente. A
partir de este andlisis, se obtuvo una lista de 160 miRNAs diferencialmente expresados
entre CaP y VS, listados en la Tabla suplementaria 3 del Anexo. Luego, a esta lista de
miRNAs se le realizdé un nuevo analisis usando como criterio de seleccidén un valor p<0,2
y FC>0. De este nuevo andlisis se obtuvo una lista de 73 miRNAs aumentados en el
plasma de pacientes con CaP en comparacion con VS, informados en la Tabla

suplementaria 4 del Anexo. Los miRNAs diferencialmente expresados, y aumentados en
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el plasma de pacientes con CaP (Tabla suplementaria 4 del Anexo) identificados
mediante secuenciacion, se compararon con una lista de miRNAs identificados en los
microarreglos de expresidn al comparar CaP vs VS utilizando como criterio de seleccién
un valor p<0,2 y un FC>0 detallados en la Tabla suplementaria 5 del Anexo. De este
nuevo analisis, se obtuvo una lista de 14 miRNAs en comun, identificada en celeste en

la Figura 62 y detallada en la Figura 63, con la que se continuaron también los andlisis.

Una vez obtenidas las listas de miRNAs candidatos indicadas en la Figura 63, se procedié
a la puesta a punto de alrededor de 21 oligos seleccionados al azar para poder llevar a
cabo las RT-gPCRs correspondientes. Para ello, se disefiaron oligos siguiendo el método
del Stem-loop. A continuacidn, se aislé miRNAs a partir del plasma de pacientes con CaP
o VS pertenecientes a la cohorte validatoria. Se armé una muestra que contenia 1 ul de
cada paciente con CaP (n=37) de esta cohorte y otra que contenia 1 ul de cada VS (n=38).
Estas muestras combinadas, fueron utilizadas para la puesta a punto de la RT-gPCR de
los 21 miRNAs candidatos. Dado que el método del Stem-loop utilizado para la
identificacion de miRNAs suele ser complejo, se logré poner a punto solo 7 de los 21
oligos, identificados en negro en la Figura 63, y fue con esos 7 con los que se continud

el andlisis.

Validacion de los miRNAs candidatos

Cohorte validatoria

Se utilizé una segunda cohorte de pacientes independientes con CaP y VS con mayor
numero de muestras para realizar la validacion analitica (por otra técnica) por RT-qPCR.
Por lo tanto, a partir de plasma de 65 pacientes con CaP y 68 VS, se aislaron miRNAs
circulantes, se sintetizd6 cDNA vy se realizaron las qPCR respectivas para los 7 miRNAs
identificados. En este caso, se observd que 5 (hsa-miR-101-3p, miR-21-5p, miR-214-3p,
miR-324-3p, miR-181d-5p) de los 7 miRNAs se encontraban significativamente
aumentados en circulacién de pacientes con CaP respecto a VS (Figura 64), coincidiendo
con lo encontrado a partir de microarreglos de expresién y de secuenciacién de miRNAs.
A su vez, se realizaron todas las curvas ROC asociadas a cada uno de los miRNAs y se

encontrd que los 5 miRNAs son buenos biomarcadores para diferenciar a un paciente
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enfermo de un individuo sano, ya que los valores de AUC en este caso rondaron

aproximadamente entre 0,7 y 0,8 (Figura 65).

hsa-miR-101-3p hsa-miR-21-5p hsa-miR-214-3p hsa-miR-324-3p
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Figura 64: Validacion de miRNAs candidatos en la cohorte validatoria. Expresion de los miRNAs
circulantes indicados medidos por stem-loop RT-gPCR a partir de plasma de pacientes con CaP
(n=65) o voluntarios sanos (VS) (n=68). Los datos se encuentran normalizados al spike-in cel-
miR-39-3p. Se muestran graficos de cajas indicando con puntos cada muestra individualmente
para mostrar la variabilidad correspondiente a cada grupo experimental. La significancia
estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron los datos utilizando prueba-T, test de Mann-

Whitney o de la mediana, segun correspondiera.
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Curva ROC del hsa-miR-101-3p  Curva ROC del hsa-miR-21-5p  Curva ROC del hsa-miR-214-3p
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Figura 65: Curvas ROC correspondientes a los miRNAs medidos en la cohorte validatoria.
Utilizando los datos de expresion de los 5 miRNAs candidatos medidos mediante stem-loop RT-
gPCR a partir de plasma de pacientes con CaP (n=65) y VS (n=68), se realizaron las curvas ROC
correspondientes. Se calcularon los valores de area bajo la curva (AUC), sus correspondientes
intervalos de confianza (IC) y los valores p asociados, los cuales se observan en la tabla de la

esquina inferior derecha. La significancia estadistica utilizada fue del 5%.

Cohorte validatoria externa in silico

Finalmente, dado que los analisis realizados anteriormente en la cohorte validatoria
fueron en pacientes de distintos hospitales dentro de Argentina, y en particular en CABA
y GBA sin contemplar demasiada heterogeneidad, se propuso comprobar que los
miRNAs encontrados también se encontrarian aumentados en cohortes de pacientes
con CaP y VS en otros paises, con ambientes diferentes, alimentacién, etc. Para ello, al
igual que en la cohorte exploratoria, se decidié analizar la expresién de los miRNAs
seleccionados en plasma y suero de pacientes con CaP y VS obtenidos de repositorios
publicos. A estas nuevas cohortes se las denominé validatoria externa in-silico plasma'y
suero, segun corresponda. En primer lugar, se obtuvieron datos de microarreglos de
expresion realizados a partir de plasma de 27 pacientes con CaP y 27 VS procedentes de

Virginia Commonwealth University de Estados Unidos (Mello-Grand et al., 2019). Una
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vez obtenidos los datos de expresion, se procedid a analizar la expresién de los 21
miRNAs candidatos originales (identificados anteriormente en la Figura 63) en esta
nueva cohorte. Estos resultados se encuentran representados en la Tabla suplementaria
6 del Anexo. Sin embargo, tal como se comentd anteriormente, de estos 21 miRNAs sélo
se pudo poner a punto 7 miRNAs y de estos 7 miRNAs sélo 5 fueron validados mediante
la técnica de stem-loop RT-qPCR. De estos 5 miRNAs finales seleccionados, sdélo se vio
qgue el hsa-miR-214-3p estaba disminuido en pacientes con CaP en comparacién con VS.
Los 4 miRNAs restantes no presentaron cambios en sus niveles de circulacién en plasma

0 no se encontraron en el conjunto de datos (Tabla suplementaria 6 del Anexo).

Luego, se analizaron los niveles de circulacién de los miRNAs seleccionados en el suero
de pacientes con CaP y VS. Para ello, se descargaron los datos de secuenciacién
realizados en muestras de suero de 282 pacientes con CaP y 282 VS procedentes del
National Cancer Center de Japdn (Urabe et al., 2019). Sobre estos datos se analizé la
expresion de los 21 miRNAs candidatos originales, tal como se muestra en la Tabla
suplementaria 7 del Anexo. En particular, de los 5 miRNAs candidatos finales
seleccionados se vié que los hsa-miR-101-3p, miR-214-3p y miR-324-3p estaban
aumentados en el suero de pacientes con CaP con respecto a los VS (Figura 66), tal como
se observd en la cohorte validatoria. Mientras que el hsa-miR-21-5p se encontraba
disminuido en el plasma de pacientes con CaP y el hsa-miR-181d-5p no presentaba

cambios significativos (Figura 66).

hsa-miR-101-3p hsa-miR-21-5p hsa-miR-214-3p hsa-miR-324-3p hsa-miR-181d-5p
10+ P=0,0041 10— P=0,004 105 P=2,45x10° 10— P=560x10" 10+ P=0,5937
1

- - T T T T
Vs CaP Vs CaP Vs CaP Vs CaP Vs CaP

Expresion relativa de miRNAs

Figura 66: Validacion de miRNAs candidatos en la cohorte validatoria externa in-silico.
Expresion de los miRNA circulantes indicados obtenidos a partir de repositorios publicos. Los
mismos fueron medidos mediante secuenciacién de miRNAs a partir de suero de pacientes con

CaP (n=282) o VS (n=282). Se realizaron graficos de violin para mostrar la variabilidad
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correspondiente a cada grupo experimental junto con los valores de su mediana y densidad. La
significancia estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron los datos utilizando prueba-T, test

de Mann-Whitney o de la mediana, segln correspondiera.

Asi como se calcularon las curvas ROC en la cohorte validatoria, en estas cohortes
externas validatorias in-silico también se calcularon. En particular, se calcularon las
curvas ROC en la cohorte externa validatoria in-silico suero ya que fue la Unica donde se
pudieron validar parte de los 5 miRNAs seleccionados. Para ello, se utilizaron los datos
de expresién de la secuenciacion para cada uno de los miRNAs candidatos validados
(hsa-miR-101-3p, miR-214-3p y miR-324-3p). Sin embargo, a diferencia de los resultados
obtenidos en plasma, se vio que los 3 miRNAs no resultaron ser buenos biomarcadores

a nivel sérico dado que todos presentaron valores de AUC por debajo de 0,7 (Figura 67).

Curva ROC del hsa-miR-101-3p  Curva ROC del hsa-miR-214-3p  Curva ROC del hsa-miR-324-3p
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hsa-miR-324-3p 0,6385 0,5923;0,6848 <0,0001

Figura 67: Curvas ROC correspondientes a los miRNAs medidos en la cohorte validatoria
externa in-silico. Utilizando los datos de expresién de los 3 miRNAs candidatos validados en la
cohorte validatoria externa, obtenidos de repositorios publicos, medidos mediante
secuenciaciéon de miRNAs a partir de suero de pacientes con CaP (n=282) y VS (n=282), se
realizaron las curvas ROC correspondientes. Se calcularon los valores de area bajo la curva (AUC),
sus correspondientes intervalos de confianza (IC) y los valores p asociados, los cuales se

observan en la tabla inferior. La significancia estadistica utilizada fue del 5%.

De esta manera, se puede concluir que, a partir de la utilizacion de
microarreglos de expresion y secuenciacion de miRNAs, y mediante la validacion
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por stem-loop RT-qPCR a partir de muestras de plasma y suero de pacientes con
CaP y VS, se identifico una firma de 5 miRNAs que podrian ser utilizados en la
clinica como biomarcadores para deteccion de la enfermedad.

Analisis de los miRNAs candidatos en muestras de pacientes

Existe evidencia que indica que la expresion de un miRNAs a nivel de tejido tumoral no
necesariamente condice con el comportamiento de dicho miRNA en circulacién en el
contexto de una enfermedad como podria ser el cancer. Es por ello que en el presente
trabajo se analizd la expresién de los 5 miRNAs candidatos a ser utilizados como
biomarcadores en circulacién en tejido tumoral y TNA utilizando datos disponibles en
TCGA-PRAD (UCSC Xena). Este analisis se realizé de manera puramente descriptiva en
una cohorte de pacientes de la que se disponia de informacidn, ya que, para hacer una
comparacion mas rigurosa y sobre la cual sacar conclusiones comparando miRNAs
circulantes y tumorales, se deberia haber analizado, de los mismos pacientes utilizados
anteriormente, la expresion de los miRNAs tanto en los tumores como en TNA. Sin
embargo, estos tejidos no se encontraban a disposicion, dado que no se logré conseguir
una cantidad suficiente de tejido tumoral y TNA para comparar en los pacientes

enrolados.

Expresion de los miRNAs comparando CaP y TNA

A partir de los datos de expresion de miRNAs obtenidos de TCGA-PRAD (UCSC Xena), se
analizo la expresion de los 5 miRNAs candidatos mencionados anteriormente en tejido
tumoral y en TNA de manera pareada para 56 individuos. Se encontré que los miRNAs
hsa-miR-101-3p, miR-21-5p y miR-324-3p estaban aumentados en tejido tumoral
comparado con TNA (Figura 68). No se encontraron diferencias entre la expresién en

CaP y TNA en el caso de los miRNAs miR-214-3p y miR-181d-5p (Figura 68).
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Figura 68: Expresion de miRNAs candidatos en tejido tumoral y normal adyacente. Los datos
de expresién de los 5 miRNAs candidatos de tejido tumoral de CaP (Tumor) (n=52) y tejido
normal adyacente (TNA) (n=52) informados como logz (LPM+1) se obtuvieron utilizando la
herramienta bioinformatica XENA. Se muestran graficos de violin para indicar la variabilidad
correspondiente a la expresion de los miRNAs en cada tejido junto con los valores de su mediana
y densidad. Los datos graficados corresponden a muestras pareadas de las que se obtuvieron
tanto tejido tumoral como TNA. La significancia estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron

los datos utilizando prueba-T pareada.

Modelos predictivos propuestos

Luego de establecidos los subgrupos de miRNAs candidatos, se procedié a la
construccion de los modelos predictivos utilizando los valores de Ln de la expresién de
dichos miRNAs circulantes medidos mediante stem-loop RT-gPCR en plasma de
pacientes con CaP o VS mediante el uso de técnicas de machine learning. En particular,
se utilizd la regresion logistica, ya que permite generar un modelo que dé como
resultado la probabilidad que tiene un individuo de tener o no determinada condicién o
enfermedad. Esto permite clasificar a distintos individuos como sanos o enfermos
teniendo en cuenta la probabilidad calculada para cada uno por el modelo predictivo.
Otro punto importante a tener en cuenta es que la regresion logistica también evaluara
si cada una de las variables (los miRNAs en este caso) utilizadas en el modelo son
relevantes o no, con un valor p asociado. Aquellas que tuvieran un valor p mayor a 0,4,

seran eliminadas del modelo predictivo.

Para el presente trabajo, se construyeron en total 4 modelos predictivos, tal como se

observa en la Figura 69. El Modelo 1 estuvo conformado por los 5 miRNAs candidatos;
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el Modelo 3 estuvo conformado por 4 miRNAs (miR-21-5p, miR-101-3p, miR-324-3p y
miR-214-3p), aquellos que el valor p fuese menor a 0,4 en el Modelo 1. Luego, se
construyd el Modelo 2 a partir de los miRNAs que tuviesen un AUC tal que indique que
fuesen buenos biomarcadores, donde el AUC sea mayor a 0,7. También se construyé el
Modelo 4 utilizando los miRNAs con un valor p menor a 0,4 en el modelo 3 (miR-21-5p
y miR-214-3p). El criterio de seleccion final se realizd al comparar las métricas

particulares de cada modelo.

Seleccion de modelos

‘ Criterios de seleccion de miRNAs

\ Segtn el valor p en el modelo ‘ Segun el AUC de cada miRNA |

‘ Modelo 1: 5 miRNAs Modelo 2: 4 miRNAs |

Valor p<0,05

‘ Modelo 3: 3 miRNAs

Valor p<0,01

‘ Modelo 4: 2 miRNAs

Figura 69: Esquema para la seleccion de modelos predictivos y técnicas utilizadas. Se utilizaron
dos técnicas para la seleccion de modelos predictivos: seleccionar los miRNAs de acuerdo al
valor p en el modelo con los 5 miRNAs y seleccién de miRNAs de acuerdo a su AUC. Se
construyeron todos los modelos utilizando técnicas de machine learning y se selecciond el mejor

modelo, indicado en color celeste.

A la hora de elegir el mejor modelo posible, es muy importante definir el criterio que se
utilizard para tal fin, el cual se basard en la métrica que busque destacar o
maximizar/minimizar. Dentro de las métricas que se pueden calcular de un modelo, las
6 que se definen en la Figura 70 suelen ser las mas utilizadas. Si, por ejemplo, se busca
“no perderse” ningun individuo potencialmente enfermo, como es nuestro caso, se

buscara aquel modelo que tenga mayor sensibilidad, dado que es preferible realizar otro
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analisis para descartar la enfermedad que sub-diagnosticarlo o, en otras palabras, tener
una tasa un poco mas alta de falsos positivos que de falsos negativos. Por otro lado, si
se buscara descartar una enfermedad, se intentaria que la prueba o modelo a utilizar
tenga una alta especificidad. Otra métrica interesante es la Precision o valor predictivo
positivo, dado que da cuenta de la performance del modelo. Evalia qué tan bien fueron
clasificados tanto enfermos como sanos al usar el modelo vy, por otro lado, qué tan bien
fueron clasificados como positivos los individuos realmente enfermos respectivamente.
A su vez, ala hora de evaluar el valor predictivo negativo, este pardmetro habla también
de qué tan bien funciona el modelo, al saber la proporcién de individuos clasificados
como negativos dentro de aquellos sanos. Finalmente, el AUC ROC combina tanto la
especificidad como la sensibilidad como fue mencionada anteriormente, y, a su vez, son
muy Utiles para determinar el punto de corte o treshold que se utilizard para clasificar a
los individuos como sanos o enfermos. Este punto de corte es un valor de probabilidad,
como el que se calcula para cada individuo del modelo, y se establece que, si el valor del
individuo estd por encima del punto de corte se clasificard como enfermo, y si se

encuentra por debajo, como sano.

Sensibilidad

Porcentaje de individuos enfermos que son clasificados como positivos segun el modelo

Especificidad

Porcentaje de individuos sanos que son clasificados como negativos segun el modelo

AUC ROC

Area bajo la curva ROC que combina datos de sensibilidad y especificidad para
determinar el punto de corte

Precision (VPP)

Porcentaje de verdaderos enfermos dentro de los que fueron clasificados como
positivos segun el modelo

Valor predictivo negativo

Porcentaje de verdaderos individuos sanos dentro de los que fueron clasificados como
negativos segun el modelo

Tasa de falsos positivos

Porcentaje de individuos que fueron clasificados segun el modelo como enfermos
siendo sanos
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Figura 70: Conjunto de definiciones sobre las métricas para medir la performance de un
modelo predictivo. Se listan las seis métricas mas utilizadas en el machine learning a la hora de

comparar modelos y las definiciones de cada una.

Luego de realizar todos los modelos predictivos utilizando las técnicas de machine
learning previamente descriptas, se calcularon las métricas asociadas a cada uno y se
enlistaron en la Tabla 10. En la misma se pueden observar todas las métricas de los
modelos nombrados del 1 al 4 y los nombres de los miRNAs involucrados en cada
modelo. El modelo elegido, en principio, fue el Modelo 1 (comprendido por los 5
miRNAs: miR-21-5p, miR-101-3p, miR-214-3p, miR-324-3p y miR-181d-5p) ya que fue el
que mostré la sensibilidad mas alta de los 4, con un valor del 91,17%, seguida del Modelo
4 con una sensibilidad del 77,94%, luego el Modelo 2 y 3 con una sensibilidad del 76,47%.

Respecto al resto de las métricas, solo se hara foco en las del modelo elegido.

En particular el Modelo 1 contd con una especificidad del 70,76%, una precisiéon del
76,54%, un valor predictivo negativo del 88,46% y una tasa de falsos positivos del
29,23%. El valor del AUC ROC fue similar en todos los modelos, lo que habla que, si bien
el mejor modelo en cuanto a la sensibilidad fue el 1, todos son buenos modelos

predictores para el CaP.

Tabla 10: Resumen de los miRNAs incluidos y las métricas obtenidas a partir de los

modelos predictivos.
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RESULTADOS|CAPITULO 3

Modelo

miRNAs
incluidos

Punto de
corte

Sensibilidad
(%)

Especificidad
(%)

AUCROC

Precisién
(VPP) (%)

Valor
predictivo
negativo (%)

Tasa de
falsos
positivos (%)

hsa-miR-21-
5p, hsa-miR-
101-3p, hsa-
miR-324-3p,
hsa-miR-214-
3p, hsa-miR-
181d-5p

0,4490686

91,17647

70,76923

0,8407

76,54321

88,46154

29,23077

hsa-miR-21-

5p, hsa-miR-

101-3p, hsa-

miR-324-3p,

hsa-miR-214-
3p

0,5702225

76,47059

78,46154

0,84

78,78788

76,1194

21,53846

hsa-miR-21-
5p, hsa-miR-
101-3p, hsa-
miR-214-3p

0,5681872

76,47059

78,46154

0,84

78,78788

76,1194

21,53846

hsa-miR-21-
5p, hsa-miR-
214-3p

0,5238976

77,94118

78,46154

0,8206

79,10448

77,27273

21,53846

En base a los resultados mencionados, se puede concluir que, mediante técnicas de

machine learning, se obtuvo un modelo predictivo que incluye 5 miRNAs (miR-21-5p,

miR-101-3p, miR-214-3p miR-324-3p y miR-181d-5p), que es capaz de discriminar entre

individuos sanos y enfermos con un 91,17% de sensibilidad y un valor predictivo

positivo del 76,54% y una especificidad de 70,76%.
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La dieta grasa aumenta la expresion de oncomiRs en tumores de prdstata
insensible a andrégenos

En el primer capitulo del presente trabajo de tesis, utilizando un modelo murino vy
muestras de pacientes con CaP, se identificaron dos miRNAs: hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-
101-3p como posibles biomarcadores para el diagndstico y prondstico de CaP asociado
a la DG. En particular, se encontré que la DG aumenta la expresién de 7 miRNAs (hsa-
miR-19b-3p, miR-320a-5p, miR-101-3p, miR-3613-3p miR-1207-5p, miR-5095 y miR-
2277- 5p) en xenotransplantes de CaP, que estan involucrados en vias metabdlicas y
relacionadas con el cancer. Solo 4 de estos miRNAs (hsa-miR-19b-3p, miR-101-3p, miR-
1207-5p y miR-5095) se encontraron aumentados en el torrente sanguineo de pacientes
con CaP en comparacién con voluntarios sanos. Ademas, se vio que los hsa-miR-19b-3p
y miR-101-3p aumentaron significativamente en tumores de prostata de pacientes
metastdsicos en comparacién con tumores de pacientes con CaP no metastdsicos.
Asimismo, el analisis de curvas ROC mostré que ambos miRNAs son candidatos
prometedores a biomarcadores para distinguir entre CaP y TNA, y pacientes
metastdsicos y no metastasicos a nivel tumoral, mientras que a nivel sérico resultaron

ser poco utiles como biomarcadores de CaP.

En la literatura, hay numerosa evidencia que propone al hsa-miR-19b-3p como un
oncomiR. En particular, Osip’yants et al. realizé una clasificacién de pacientes con CaP
basado en miRNAs utilizando muestras de plasma de CaP no metastdsico y metastdsico
(Osip’yants et al., 2017). Descubrieron que los pacientes con CaP metastasico mostraban
niveles plasmaticos mas altos del hsa-miR-19b-3p junto con el miR-297 en comparacién
con los pacientes no metastasicos (Osip’yants et al., 2017). Otro estudio mostré que el
hsa-miR-19b-3p (también llamado hsa-miR-19b) se encontraba aumentado en las lineas
celulares de CaP BPH-1, PC3 y 22Rvl, y disminuido en las células DU-145, en
comparacion con las células epiteliales prostaticas normales PNT1B (Tian et al., 2013).
El mismo grupo demostré que el hsa-miR-19b junto con otros 3 miRNAs promovieron la
proliferacion celular in vitro de células de CaP mediante la regulacion directa de PTEN y
sus sefiales posteriores, PI3K/Akt y ciclina D1 (Tian et al., 2013). El hsa-miR-19b-3p
pertenece al cluster miR-17-92, el cual posee propiedades oncogénicas debido a su

participacién en la regulacion de la supervivencia celular, proliferacion, diferenciaciény

145



DISCUSION

ciclo celular. La estimulacion de la hiper-expresién de este grupo en las células DU-145
llevé a un aumento de las actividades proliferativas, migratorias e invasivas (Zhou et al.,
2016). El miR-19 ha sido considerado el componente oncogénico clave del grupo
mencionado anteriormente, ya que el miR-19 (incluidos hsa-miR-19a y hsa-miR-19b)
suprimid parcialmente la expresiéon de PTEN, activando la via de sefializacion AKT-mTOR

y promoviendo la supervivencia celular (Olive et al., 2009).

En conjunto, estos hallazgos de otros grupos de investigacion respaldan firmemente
los resultados obtenidos en el primer capitulo de este trabajo de tesis, proponiendo al
hsa-miR-19b-3p como un biomarcador potencial para el diagndstico y prondstico del

CaP.

Por otro lado, en el primer capitulo del presente trabajo de tesis se propuso al hsa-miR-
101-3p como un buen biomarcador para el diagnéstico, la progresion y la respuesta a la
terapia en CaP. El hsa-miR-101-3p (también llamado hsa-miR-101) se encontré
disminuido en las células DU-145 y PC3 en comparacion con la linea celular epitelial de
préstata no tumorigénica PWR-1E, mientras que se vio aumentado en la linea celular
LNCaP (P. Cao et al., 2010). Otro trabajo mostré que el hsa-miR-101 inducia la apoptosis
en células CaP a través de la disminucidon de la expresiéon de RLIP76 seguida de
supresiones concomitantes de la via PI3K/AKT/Bcl-2 (Yang et al., 2015). Sin embargo,
estudios recientes, en oposicién a los resultados presentes en este primer capitulo, han
demostrado que el hsa-miR-101-3p se encuentra disminuido en tumores y es menos
abundante en el torrente sanguineo de pacientes con CaP metastdsico en comparacién
con pacientes con CaP no metastdasico (Antognelli et al., 2018; Y. Lin et al., 2018). Estos
resultados contradictorios pueden deberse a la heterogeneidad del CaP, en particular a
las diferentes cohortes de pacientes analizadas. Por otro lado, en este trabajo de tesis
se demostrd que el hsa-miR-101-3p esta aumentado en los exosomas de pacientes con

CaP en comparacidén con los exosomas de los volutarios sanos.

Teniendo en cuenta estos resultados, el hsa-miR-101-3p podria desempeiar un papel
en sitios metastdsicos distantes, resultando en un miRNA esencial para investigar en

el futuro en muestras de metdstasis de CaP de pacientes.
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En base a estos resultados, se decidid investigar los posibles efectos de estos 2 miRNAs
candidatos a biomarcadores en los tumores de prdstata y su agresividad. Se determiné
gue 12 genes blanco que se correlacionaban negativamente con el has-miR-19b-3p en
muestras de tumores de pacientes con CaP estaban involucrados en las vias
moleculares: proteoglicanos en cancer y adhesion focal. Ademas, se demostré que los
genes: RDX, ITGB1, ITPR1, ITGB8, TLN1 e ITGA6 estaban regulados negativamente en
tumores de CaP en comparacion con muestras de TNA. El grupo de Bartholow et al.
(Bartholow et al., 2011) encontré que la tincién inmunohistoquimica de RDX (Radixin)
presentaba una mayor intensidad en la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y
prdstatas normales, mostrando los niveles mas bajos de tincidén en el adenocarcinoma
prostdtico. Esta evidencia respalda los resultados obtenidos en este trabajo. Sin
embargo, estudios in vitro demostraron que se requiere de RDX para la migracién de
células PC3, y que su deplecidon por interferencia de un RNA aumenté el area de
propagacion celular y la adhesidon célula-célula mediada por uniones adherentes

(Valderrama et al., 2012).

En cuanto a ITGB1, se encontré que su eliminacion inhibié significativamente la
migracion y la invasién de células de CaP al regular la seializacién rio abajo (Kurozumi
et al., 2016). Ademas, ITGB1 se vio expresado en gran medida en tumores de prdstata
(Kurozumi et al., 2016) y exosomas derivados de la orina de pacientes con CaP

metastdsico (Bijnsdorp et al., 2013).

Por otro lado, se sabe poco sobre la participacion de ITPR1 (también llamado IP3R1) en
el CaP. Se encontré que las células DU-145 contienen aproximadamente un 10 % de
ITPR1y un 90 % de ITPR3 (Vanoverberghe et al., 2003). La deplecion de ITPR1 impidié la
induccion de apoptosis en células DLD1 de cancer colorrectal, células A2780 de cancer
de ovario y células RCC4 de carcinoma renal de células claras, en comparacion con la
apoptosis en células tratadas con un siRNA control (Rezuchova et al., 2019). Ademas,
ITPR1 estd involucrado en la apoptosis inducida por SFN (sulforafano) a través del

agotamiento del calcio reticular y la modulacién de los factores de transcripcion a través
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de la regulacion positiva del calcio nuclear (Hudecova et al., 2016). En conjunto, estos

resultados indican que ITPR1 tiene un efecto pro-apoptético.

En un analisis in silico de un microarreglo de progresion del CaP disponible en Oncomine,
ITGB8 se vio expresado en gran medida en la neoplasia intraepitelial prostatica
(Mertens-Walker et al., 2015). Ademas, la eliminacién de ITGB8 disminuyd la migracién
e invasion de las células PC3 y 22Rv1 (Mertens-Walker et al., 2015). Sin embargo, de
manera similar a nuestros hallazgos, el grupo de He et al. (Z. He et al., 2018) demostré
gue ITGB8 estaba regulado negativamente en el CaP en comparacidn con el tejido para-

canceroso correspondiente.

Se informd que la sobreexpresion de TLN1 mejord la adhesién, la migracion y la invasion
de células CaP al activar sefales de supervivencia y conferir resistencia a anoikis,
mientras que la pérdida de TLN1 mediada por shRNA condujo a una inhibicién
significativa de la metastasis de CaP en experimentos in vivo (Sakamoto et al., 2010).
Ademas, la proteina TLN1 se encontrd regulada positivamente en tejidos de CaP en
comparacion con el tejido de pacientes con HPB, y resulté ser un predictor
independiente de metdstasis en los ganglios linfaticos y recurrencia bioquimica del CaP
(Xu et al., 2016). A su vez, la expresion citoplasmatica de TLN1 fue mayor en el tejido
metastdsico en comparacion con los tumores de prdstata primarios (Sakamoto et al.,
2010). Sin embargo, el grupo de Betts et al. (Betts et al., 1998) reveld que la expresidon
del mRNA de TLN1 disminuyd en las células estromales prostaticas primarias en
respuesta a la exposicion de medio condicionado de células epiteliales tratadas con
andrégenos. En este sentido, los autores sugieren que esta reduccion en la expresidn de
TLN1 podria ser parte de un mecanismo que conduce a la pérdida de adhesidn celular
en las células epiteliales mediada por la accion de los andrégenos. Sus estudios
demostraron que TLN1 se expresa en el estroma del tejido prostatico y en niveles mas
altos en las células epiteliales. Por lo tanto, sugieren que la expresion de TLN1 en células
epiteliales también puede desempefiar un papel importante en la regulacién de la
adhesidn celular en prdstatas tanto benignas como malignas (Betts et al., 1998). Por lo
tanto, la expresién de TLN1 en tumores de pacientes puede verse afectada por los

niveles de andrégenos, siendo mas altos en CaP insensibles a andrégenos.
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Finalmente, ITGA6 mostrdo una marcada disminucidén en su expresion en las células
malignas WPE-NB26 cultivadas en Matrigel en comparacién con las células no malignas
inmortalizadas RWPE-1 (Bello-DeOcampo et al., 2001). Ademas, las células PC3
exhibieron una regulacion negativa de ITGA6 en comparacion con la linea celular RWPE
(Windus et al., 2012). Ademads, un grado de Gleason bajo se correlacioné con una mayor
expresion de ITGA6, mientras que una puntuacién de Gleason alta se correlaciond con

una expresion de ITGA6 baja y negativa (Schmelz et al., 2002).

Si bien en este trabajo de tesis se encontré que 6 (RDX, ITGB1, ITPR1, ITGB8, TLN1 e
ITGA6) de los 12 genes blanco del miR-19b-3p estaban regulados negativamente en
tumores de pacientes con CaP en comparacién con TNA, en la literatura hay evidencia
gue demuestra que la expresidon de algunos de ellos (ITGB1, TLN1) se correlaciond
positivamente con la metdstasis tumoral. Esto contradice los resultados, entre ellos los
obtenidos en este trabajo, que afirman que la expresion del hsa-miR-19b-3p se
encontraba aumentada en el CaP metastasico. Este conflicto puede deberse a varias
razones; incluyendo que el andlisis de genes blanco llevado a cabo en el primer capitulo
de este trabajo de tesis, se ha realizado in silico; que los genes blanco de los miRNAs
pueden diferir segun el tejido, y ademas no todos los genes blanco han sido estudiados
y validados experimentalmente en la mayoria de los tejidos. Asi, para realizar un andlisis
mas exhaustivo, se han seleccionado aquellos genes blanco que han sido validados
experimentalmente en al menos un tejido. Ninguno de los genes blanco del hsa-miR-
19b-3p ha sido validado experimentalmente en tejido prostatico o lineas celulares de
CaP. Por lo tanto, aquellos genes que se correlacionaron negativamente con el hsa-miR-
19b-3p y cuya expresién en tumores CaP es contradictoria con la literatura no son
blancos directos del miRNA mencionado anteriormente en el tejido prostatico y estan
siendo blanco de uno o mas miRNAs. Se necesitan mds experimentos in vitro, como un
ensayo de luciferasa en células CaP, para confirmar si estos genes son realmente blancos

del hsa-miR-19-3p en tejido prostatico.

Por otro lado, no se encontraron cambios significativos en la expresién de los genes
blanco del hsa-miR-101-3p en muestras tumorales en comparacidon con TNA. Por tanto,
se ha propuesto que el hsa-miR-101-3p podria tener un papel relevante en los nichos

metastdsicos pero no en el tumor primario.
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Los resultados obtenidos en el primer capitulo de este trabajo de tesis, proponen al
hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-101-3p como oncomiRs a nivel del tumor y del sitio
metastdsico, respectivamente. Ademds, estos miRNAs se vieron aumentados a causa

de la DG en un modelo murino de CaP insensible a andrégenos.

El grupo de Labbé et al. (Labbé et al., 2019) demostrd que la DG exacerba el programa
transcripcional de MYC por sobreexpresion de MYC en prdstatas murinas. Por lo tanto,
se realizd una matriz de correlacidn, utilizando paquetes R, entre los datos de expresion
de los hsa-miR-19b-3p y miR-101-3p y los genes pertenecientes al programa
transcripcional de MYC en tumores de pacientes con CaP (disponibles en el set de datos
TCGA PRAD presente en UCSC Xena). Se vio que no existe una correlacién directa entre
los miRNAs candidatos y el programa transcripcional de MYC (datos no mostrados), lo
que sugiere que la DG exacerba el programa transcripcional de MYC por Ia
sobreexpresién de MYC en préstatas normales e induce la expresion de los hsa-miR-19b-
3p y miR-101-3p en CaP, por mecanismos independientes. Por lo tanto, los pacientes en
condiciones de DG podrian tener un CaP mas agresivo debido a una mayor expresion del

hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-101-3p y el programa transcripcional MYC.

En conjunto, en este trabajo se han identificado 2 miRNAs (miR-19b-3p y miR-101-3p)
con un alto potencial de diagndstico y prondstico para distinguir entre el CaP y TNA, y
entre pacientes metastdsicos y no metastdsicos. Sin embargo, estos miRNAs
resultarian ser buenos biomarcadores a nivel tumoral y no asi a nivel sérico. Un estudio
funcional mds detallado y la validacion de los mecanismos moleculares asociados a
estos miRNAs son indispensables, sin embargo, los hallazgos presentados en este
trabajo de tesis proporcionan informacion significativa sobre el diagndstico y

prondstico de pacientes con CaP.

La dieta grasa disminuye la expresidon de tsmiRs en tumores de prdstata
sensible a andrégenos

En el segundo capitulo del presente trabajo, se desarrollé un modelo murino utilizando

ratones C57BL/6J que fueron inoculados con las células murinas de CaP sensibles a
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andrégenos TRAMP-C1. Aqui se demostré que la DG reduce notablemente la expresion
de potenciales tsmiRs en tumores de CaP. Se encontré que los genes blanco modulados
por estos tsmiR regulaban procesos principalmente asociados a vias relacionadas con el
cancer. Entre ellos, los mmu-miR-133a-3p y miR-1-3p estaban drdsticamente
disminuidos en tumores de préstata como consecuencia de la DG. Ademas, los miRNAs
ortélogos humanos se encontraron regulados negativamente en tumores de préstata
humanos en comparacidon con TNA y préstatas normales. Ademas, se vio que los hsa-
miR-133a-3p y miR-1a-3p estaban reducidos significativamente en los tumores de
prdstata de pacientes metastdsicos en comparacién con los tumores de pacientes no

metastasicos.

La familia hsa-miR-1, -133 y -206 esta ubicada en tres loci diferentes en los cromosomas
20913.33 (miR-1-1/miR-133a-2), 18g11.2 (miR-1-2/miR- 133a-1) y 6p12.2 (miR-
206/miR-133b) (Xie et al., 2016). Los isdmeros maduros del miR-133 (A y B) son muy
similares y difieren solo en la base terminal-3’, con miR-133a-1/2 terminando G-3'y miR-
133b con A-3’, respectivamente (Mitchelson, 2015). Debido a sus ubicaciones cercanas
en distintos loci, los miR-1/133a y miR-206/133b se constituyen como cluster de
miRNAs (Mitchelson, 2015). Estudios recientes mostraron la desregulacion de la familia
miR-1, -133 y -206 en el cancer, en el que normalmente funcionan como supresores de

tumores (Nohata et al., 2012; Sempere et al., 2004).

El hsa-miR-133a-3p es probablemente el miRNA mas estudiado de esta familia y se ha
informado ampliamente que estd regulado negativamente en varios tipos de cdncery
que predice un mal pronéstico (Kano et al., 2010; Kawakami et al., 2012; Ma et al., 2012;
Szafranska et al., 2007; Hui Wang et al., 2013; Wong et al., 2008). En el CaP, una baja
expresion del hsa-miR-133a-3p se ha visto asociada con la recurrencia y metastasis a
distancia del CaP (Coarfa Cristian, Fiskus Warren, Eedunuri Vijay Kumar, Rajapakshe
Kimal, Foley Christopher, Chew Sue Anne, Shah Shrijal S., Geng Chuandong, Shou John,
Mohamed Junaith S., 2016; Kojima et al., 2012; Pashaei et al., 2017; Tao et al., 2012).
Del mismo modo, un estudio reciente del grupo de Tang et al. (Tang et al., 2018)
demostrd que la expresion del hsa-miR-133a-3p se encuentra reducida en los tejidos de
CaP en comparacién con los tejidos TNA y con lesiones prostaticas benignas, y

particularmente en el tejido metastdsico 6seo del CaP. Ademas, la baja expresién del
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miR-133a-3p se correlaciona significativamente con caracteristicas clinico-patolégicas
avanzadas y una supervivencia libre de metastasis dseas mas corta en pacientes con CaP

(Tang et al., 2018).

En lo que respecta al hsa-miR-1, diferentes estudios demostraron que es el miRNA con
menor expresion en tumores de CaP en comparacion con tejidos de préstata no
cancerosos y que se encuentra disminuido significativamente en muestras de CaP
recurrente en comparacion con muestras de CaP no recurrente (Karatas et al., 2014; S.
M. Li et al., 2018; Martens-Uzunova et al., 2012). La expresién del miR-1 disminuye a
medida que progresa el cancer y solo puede predecir la recurrencia de esta enfermedad
(Karatas et al., 2014). Ademas, el miR-1 tiene el poder suficiente para distinguir las
muestras de CaP recurrentes de las no recurrentes (Hudson et al., 2012; Karatas et al.,
2014; S. M. Li et al., 2018). Ademas, se ha informado que tiene como blanco la funcién
oncogénica de la purina nucleésido fosforilasa (PNP) en CaP (Hudson et al., 2012). Por
lo tanto, el hsa-miR-1 ejerceria funciones de supresor tumoral y regularia de manera

coordinada la expresion de oncogenes que controlan el inicio y la progresion del CaP.

En base a los hallazgos presentados el segundo capitulo de este trabajo de tesis y los
pertenecientes otros grupos, se propone a los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p como
miRNAs prometedores para ser estudiados como biomarcadores para el diagndstico y

prondstico del CaP.

Por otro lado, en este trabajo, también se han estudiado los genes blanco relevantes
para los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p. En primer lugar, se ha realizado un analisis de
correlacién utilizando los datos de pacientes con CaP disponibles en repositorios
publicos. Este analisis permitié encontrar tres genes blanco, relevantes para los dos
miRNAs, con una correlacidn negativa significativa. Dos de los tres genes blanco, GOLPH
y JUP, se encontraron aumentados significativamente en los tumores primarios de
préstata en comparacién con el TNA. Ademas, el andlisis de curvas ROC mostrd que la
combinacion de hsa-miR-133a-3p, miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP resultd ser un prometedor

panel biomarcador para distinguir entre CaP y TNA.
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Los miRNAs pueden ser silenciados epigenéticamente debido a la metilacion a nivel del
DNA de sus genes codificantes (Peng & Croce, 2016). Se descubrié que la hipermetilacién
del DNA regula negativamente a varios tsmiRs, mientras que se informd que la
hipometilacion del DNA regula positivamente a los oncomiRs (S. Wang et al., 2017). En
este trabajo de tesis, se analizé el estado de metilacion de los promotores miR-1-2/miR-
133a-1y miR-1-1/miR-133a-2 en muestras normales y de CaP, y se estudio la correlacion
entre la metilacion del promotor y la expresién del miRNA maduro. Los resultados de
este analisis bioinformatico sugirieron que la hipermetilacién del promotor del grupo
hsa-miR-1-2/miR-133a-1 podria disminuir la expresidon del hsa-miR-1-3p/miR-133a-3p

en tumores de prostata.

Por lo tanto, la represion epigenética del grupo hsa-miR-1-2/miR-133a-1 puede

desempenar un papel fundamental en la agresividad del CaP al activar GOLPH3 y JUP.

La fosfoproteina de Golgi 3 (GOLPH3) es un oncogen implicado en el desarrollo de
carcinomas en varios 6rganos y es un gen candidato a nivel de la metastasis en el cancer
humano (W. Li, Qi, et al., 2015; Zhang et al., 2015). En diferentes estudios se ha
investigado el papel de GOLPH3 en el CaP. Trabajos independientes demostraron que la
sobreexpresién de GOLPH3 en los tejidos de CaP estd relacionada con un alto grado de
Gleason, un estadio tumoral patoldgico avanzado, la presencia de metdstasis, una peor
sobrevida general y el estado de los ganglios linfaticos (Abd EI-Magsoud et al., 2015; Hua
et al., 2012; Zhang et al., 2015). La sobreexpresiéon de GOLPH3 estd asociada con la
transicion de hormono sensible a hormono refractario del CaP (Hua et al., 2012). Li y
Guo informaron que el silenciamiento de GOLPH3 inhibia la proliferacién celular y
detenia el ciclo celular en la fase G2/M (W. Li, Guo, et al.,, 2015). Ademas, el
silenciamiento de GOLPH3 activé la expresion de p21 pero suprimié la expresidén de
CDK1/2 y la proteina ciclina B1 junto con la fosforilacién de AKT y mTOR (W. Li, Guo, et
al., 2015). Ademas, reveld que el silenciamiento de GOLPH3 redujo la migracidn celular
y la capacidad de invasion (W. Li, Qi, et al., 2015). Finalmente, estudios in vitro

demostraron que GOLPH3 regula el tamafio celular, mejora la sefalizacion de mTOR
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inducida por el factor de crecimiento en células cancerosas humanas y modula la

respuesta a rapamicina (Scott et al., 2009).

El papel de la plakoglobina de unién (JUP) durante la progresion del cancer sigue siendo
controversial. Spethmann et al. demostrd que las funciones bioldgicas opuestas de JUP
se reflejaban en efectos prondsticos antagdnicos en diferentes subtipos moleculares. La
alta expresion de JUP se asocié con un estadio tumoral adverso, metastasis en los
ganglios linfaticos de alto grado de Gleason, en un subconjunto de pacientes con CaP sin
fusion TMPRSS2:ERG. Ademas, la sobreexpresion de JUP se relaciond con una fuerte
expresion del receptor de andrégenos, una alta proliferacion celular y la eliminacidn de
PTEN y FOXP1 (Spethmann et al., 2021). Por otro lado, se encontré que SOX4 interactua
con JUP de manera dependiente de Wnt en células LNCaP y este complejo puede inhibir

la sefializacion de Wnt (Lai et al., 2011).

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados presentados en esta tesis y trabajos
anteriores, GOLPH3 y JUP tienen un papel fundamental en la patogenia y progresion

del CaP.

En resumen, en este segundo capitulo se ha demostrado que la DG reduce
drdsticamente la expresion de tsmiR en tumores de prdostata sensibles a andrégenos.
Ademds, que la expresion de los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p se correlaciona
negativamente con la expresion de GOLPH3 y JUP, dos oncogenes fundamentales para
la progresion del CaP. A su vez, los hsa-miR-133a-3p y miR-1-3p estdn silenciados
epigenéticamente por una hipermetilacion del promotor, funcionando como tsmiR en

el CaP.

Sin embargo, aunque aun es necesario un estudio de la expresion de los dos miRNAs y
sus genes blanco en poblaciones mds grandes, los resultados presentados en esta tesis
indican que tanto el hsa-miR-133a-3p como el miR-1a-3p, GOLPH3 y JUP son
promotores del CaP y que su combinacion puede ser un prometedor panel de

biomarcadores para el diagnéstico del CaP.
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Identificacion de miRNAs circulantes para la deteccion del CaP

En el tercer capitulo de este trabajo de tesis, se obtuvo una firma de miRNAs
diferencialmente expresados en plasma de pacientes con CaP y VS que son Uutiles para
la deteccion de esta enfermedad. Utilizando 65 y 68 muestras de plasma de pacientes
con CaP y VS respectivamente, enrolados en varias instituciones de salud de Argentina
y mediante microarreglos de expresion y secuenciacién de miRNAs, sumado a una
validacién por la técnica de stem-loop RT-gPCR y una validacién in-silico con 282
pacientes con CaP y 282 VS, se generd un panel de 5 miRNAs que se encontraban
aumentados en la sangre de pacientes con CaP con respecto a VS (hsa-miR-101-3p, miR-
21-5p, miR-214-3p, miR-324-3p, miR-181d-5p). A su vez, los 5 miRNAs fueron analizados
en el tejido tumoral y TNA de pacientes obtenidos de repositorios publicos, y se
encontrd que la expresion de algunos de estos miRNAs (hsa-miR-101-3p, 21-5p y 324-
3p), cuya expresién estaba aumentada en el plasma de pacientes, también se
encontraba elevada a nivel tumoral, aunque no correlaciond en todos los casos. Existe
en la literatura extensa evidencia de posibles biomarcadores, principalmente genes,
para el diagndstico y/o prondstico del CaP. Sin embargo, gracias al avance de la ciencia
y tecnologia, se demostrd que resulta ser mas util a nivel de la clinica el uso de un panel
de biomarcadores. En particular, la mayoria de los paneles biomarcadores disponibles y
utilizados en pacientes para el diagndstico o prondstico de distintas enfermedades,
estan compuestos por genes/proteinas, siendo muy poco conocidos y/o utilizados
aquellos compuestos por miRNAs. En particular, el uso de los miRNAs circulantes como
biomarcadores de enfermedades segun la literatura, resulta controversial ya que se
muestran diversos aspectos favorables y otros no tanto en cuanto a su implementacion
en la clinica. Por esta razdn, si bien en este tercer capitulo se establecidé un conjunto de
miRNAs circulantes candidatos a biomarcadores para la deteccion del CaP, hacen falta
una serie de analisis posteriores para establecer cual es la mejor combinacidn de estos
miRNAs que permite detectar el CaP con una alta sensibilidad. Para ello, primero es
necesario aumentar el nimero de pacientes analizados, teniendo un minimo de 100
pacientes para luego aplicando técnicas de machine learning seleccionar la mejor

combinacién de miRNAs. Esta herramienta en el futuro podria ser utilizada para generar

155



DISCUSION

un kit para la deteccién temprana del CaP que se pueda implementar como método de

tamizaje de rutina sumado a los ya existentes.

Si bien el CaP es el tipo de cdncer mas comun y prevalente en hombres, en los ultimos
afos ha surgido una controversia alrededor del porcentaje de pacientes que cursan la
enfermedad de manera indolente y los efectos adversos del tratamiento, lo que llevé a
replantearse la utilidad de la deteccion temprana para esta enfermedad (Jin et al., 2020;
Litwin & Tan, 2017). De acuerdo a los datos poblacionales, uno de cada seis hombres
estadounidenses desarrollara CaP en su vida, de los cuales solo uno de cada seis morira
a causa de él, mientras que la mayoria de los pacientes cursarad una enfermedad que no
serd clinicamente evidente (Nevo et al., 2020). Estos datos se encuentran respaldados
por autopsias, que identificaron CaP en un tercio de los pacientes de 50 a 60 afios y en
el 60% después de los 80 afios (Nevo et al., 2020). Sin embargo, el CaP sigue siendo la
tercera causa de muerte por cancer en hombres. Esto se debe a que el CaP se caracteriza
por un alto grado de heterogeneidad, ya que puede manifestarse como formas latentes
o formas muy agresivas que provocan morbilidad y muerte por metdstasis (Jin et al.,
2020; Litwin & Tan, 2017). La sobrevida después del diagndstico del CaP estd relacionada
en gran medida con el estadio y el grado del tumor. Aquellos pacientes con CaP
localizado de bajo grado pueden vivir varias décadas sin tratamiento, mientras que los
pacientes con enfermedad metastasica tienen una mediana de supervivencia de 30

meses (Nevo et al., 2020).

En el CaP, el tamizaje se compone por un examen rectal y el antigeno prostatico
especifico (PSA). Un examen rectal anormal o un PSA elevado resultan en una biopsia
de préstata. Sin embargo, el uso del PSA no es perfecto, sélo alrededor del 30% de las
biopsias detectaran CaP clinicamente significativo (grado de Gleason igual o mayor a 7)
(Chistiakov et al., 2018; Jin et al., 2020; Litwin & Tan, 2017; Nevo et al., 2020; Schatten,
2018; Thompson, 1995). Esto se debe a que el PSA no es un marcador especifico del CaP
sino drgano-especifico. Esta proteasa es producida por el epitelio prostatico en niveles
bajos en condiciones normales y suele aumentar con el avance del CaP. Sin embargo,
varios factores como un gran tamafio de la prdstata, la hiperplasia benigna (HPB),
prostatitis, entre otros, pueden desencadenar altos valores de PSA, dando como

resultado un falso positivo y como consecuencia un diagnéstico y tratamiento erréneo
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(Jinetal., 2020). En hombres mayores de 60 afios, la produccion de PSA esta aumentada,
lo que reduce la sensibilidad de la prueba de detecciéon de PSA como tamizaje para el
CaP. Por el contrario, los niveles de PSA pueden disminuir en hombres tratados con
agentes terapéuticos especificos con efectos anti-androgénicos, como los inhibidores de
la 5-a reductasa. Ademas, la correlacion del nivel de PSA con la gravedad del CaP es
bastante débil, lo que pone en duda su uso para clasificar la enfermedad (Chistiakov et
al., 2018). De acuerdo al controversial desempefio del PSA, el Grupo de Trabajo de
Servicios Preventivos de los Estados Unidos emitié una recomendacion en 2018 de que
la deteccion del CaP no debe realizarse en base a los niveles de PSA en hombres de 70
afnos de edad o mas. Una deteccidon en exceso basada en los niveles de PSA, lleva a un
tratamiento innecesario y estos resultados positivos no son mayores que los resultados
adversos a causa de los tratamientos (Jin et al., 2020). Estudios recientes han sugerido
que, si bien eliminar el uso del PSA como prueba de tamizaje detendria el exceso en el
diagnéstico, la falta de tamizaje conduciria a un fracaso total para evitar muertes
prevenibles y aumentaria la tasa de mortalidad relacionada con el CaP (Jin et al., 2020).
Es por ello que resulta de suma importancia la deteccion temprana del CaP para lograr
un manejo adecuado y eficiente del paciente, logrando una cura eficaz y reduciendo el
sufrimiento y la muerte por CaP, mejorando la calidad de vida de los pacientes. Sin

embargo, aun no se dispone de pruebas perfectas para la detecciéon temprana del CaP.

En la literatura se han propuestos nuevos biomarcadores para el CaP que ayudarian a
disminuir el niumero de biopsias innecesarias o la sobredeteccién de cdnceres no
significativos a nivel clinico. Los biomarcadores pre-diagnésticos mds conocidos y
propuestos para el CaP son: el indice de salud de la préstata (PHI) y el TMPRSS2-ERG. El
PHI es un ensayo predictivo de la presencia de CaP que resulta del calculo de la relacidon
del (-2)proPSA, PSA libre y PSA total. El (-2) es un precursor inactivo del PSA que esta
asociado con el CaP y no asi con la hiperplasia prostatica benigna (Chistiakov et al., 2018;
Jin et al.,, 2020; Nevo et al., 2020). La prueba PHI consiste en medir las tres formas de
PSA (PSA total, PSA libre y (-2)proPSA) en el suero de los pacientes y se calcula como: [-
2] pro-antigeno prostatico especifico/antigeno prostatico especifico libre x antigeno
prostatico especifico (1/2) (Chistiakov et al., 2018; Nevo et al., 2020). La prueba PHI fue

desarrollada por la empresa estadounidense Beckman Coulter Inc. (Brea, CA, USA) y en
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junio del 2012 recibi6 la aprobacion de la FDA para su uso en la deteccion del CaP en
hombres de 50 afios (Jin et al., 2020). En el caso de un CaP de alto grado, la prueba PHI
mostro tener una especificidad de 0,34 con una sensibilidad de 0,93 y un AUC de 0,82.
Un reciente meta-andlisis informd una especificidad de 0,17 y una sensibilidad de 0,90
para detectar un CaP con grado de Gleason de 3+4 o mayor. Estos resultados mostraron
un alto poder discriminatorio del PHI para identificar CaP agresivo (W. Wang et al.,
2014). En pacientes luego de sufrir una prostatectomia radical, se encontré que la
prueba PHI estaba asociada con caracteristicas adversas del CaP (Fossati et al., 2015).
Por otro lado, un estudio multicéntrico de 1026 pacientes con antecedentes familiares
de CaP, el valor predictivo negativo (VPN) de PHI fue del 74,1 % (Lazzeri et al., 2013). A
su vez, esta prueba se ha utilizado con otras variables en un nomograma, mejorando la
deteccidon del CaP de riesgo bajo a intermedio en comparacion con la prueba PHI solo

(Nevo et al., 2020).

El biomarcador TMPRSS2:ERG se basa en la expresion de un gen hibrido especifico para
el CaP. Resulta de la fusién del gen sensible a andrégenos TMPRSS2 con el factor de
transcripciéon de diferenciacion celular al linaje endotelial y hematopoyético. Dicha
alteracion genética es la mds comun en biopsias de CaP primario localizado,
encontrandose en aproximadamente el 50% de los CaP en hombres caucasicos y
estando ausente en tejido benigno (Chistiakov et al., 2018; Nevo et al., 2020). En las
metastasis de CaP virgen de tratamiento hormonal, la prevalencia de esta alteracion
genética es menor (cercana al 30%), lo que podria indicar una implicancia en la transicién
hacia un estadio invasivo (Chistiakov et al., 2018). El gen TMPRSS2 codifica para la serin-
proteasa 2 transmembrana pro-oncogénica, que esta regulada por andrdgenos en las
células prostaticas. La fusidn con ERG, conduce a la independencia de andrégenos a
través de la interrupcidon de la red de sefalizacion mediada por el receptor de
andrégenos (AR) (Chistiakov et al., 2018). El oncogén TMPRSS2:ERG también puede
mediar la progresion del CaP a la fase metastasica a través de la regulacidon positiva de
la plexina B1, un mediador de la migracidn celular (Chistiakov et al., 2018). La deteccién
de los transcriptos de TMPRSS2:ERG se realiza a partir de los primeros 20-30 ml de orina
tras un masaje prostatico (Nevo et al., 2020). Un reciente meta-andlisis demostré que la

fusion TMPRSS2:ERG tenia una sensibilidad de 0,474, especificidad de 0,926, valor
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predictivo positivo (VPP) de 8,49 y un VPN de 0,49 (Yao et al., 2014). Para aumentar la
sensibilidad y, por lo tanto, la precisién diagndstica, la deteccion de TMPRSS2:ERG se
puede combinar con otros marcadores, como por ejemplo el PSA (Chistiakov et al., 2018;

Nevo et al., 2020).

Las biopsias prostaticas de plantilla ha sido la biopsia estandar durante muchos afios
para el CaP, y aun hoy en dia se utiliza como primera biopsia en varios lados. Esta biopsia
se basa en el uso de una rejilla (plantilla) para insertar varias agujas finas a través de la
piel en el area de la glandula prostatica con el fin de obtener varias muestras de tejido
para su posterior analisis. Esta técnica a ciegas suele pasar por alto varios CaP,
especialmente aquellos con préstatas grandes y lesiones anteriores. La tasa de falsos
negativos resultante de una primera biopsia es del 30% aproximadamente y no mejora
al aumentar la cantidad de nucleos tomados de 12 a 24 (Nevo et al., 2020). La tasa de
deteccién disminuye con cada biopsia posterior. Por estas razones se ha propuesto
desarrollar biomarcadores para mejorar la seleccién de pacientes, con el in de disminuir
el numero de biopsias repetidas innecesarias. El biomarcador propuesto para resolver
este problema y mas conocido es PCA3. El PCA3 es un RNA no codificante especifico de
la préstata, que se expresa en gran medida en las células de CaP y se encuentra ausente
en patologias prostaticas no cancerosas, como la HPB, la proliferacion acinar pequefia
atipica, la prostatitis y la neoplasia intraepitelial prostdtica (PIN) (Chistiakov et al., 2018).
Se demostré que PCA3 regula la supervivencia celular mediante el control de la
sefializacion dependiente del AR y la expresidn de cofactores AR y genes involucrados
en la transicién pro-carcinogénica epitelio-mesenquimal (Chistiakov et al., 2018). La
prueba de PCA3 se basa en la recoleccién de orina luego del examen rectal digital (DRE)
con masaje prostatico, seguido de la deteccién cuantitativa por RT-PCR del RNA de PCA3
y PSA (Nevo et al.,, 2020). Los resultados se informan como la relaciéon entre los
transcriptos de PCA3 y los transcriptos del PSA y se indica para hombres con PSA sérico
elevado y biopsia de prdstata negativa (Chistiakov et al., 2018; Nevo et al., 2020). Dicha
puntuacidn puede ayudar a los médicos a decidir si repetir o no la biopsia en hombres
mayores a 50 afos que ya se han sometido a una o mas biopsias (Chistiakov et al., 2018).
Un estudio demostrd que el AUC y la especificidad fueron de 0,66 y 66%, y 0,57 y 47%
para el PCA3 y PSA, respectivamente (Van Gils et al., 2007). El PCA3 fue desarrollado por
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Progensa (Marborough, MA, USA) y fue aprobado por la FDA en el 2012 (Chistiakov et
al., 2018). Mas adelante surgié el PCA3™ de tercera generacion (desarrollado por
Progensa Hologic Inc, Bedford, MA, USA), que ofrece una mejora en la sensibilidad
mediante el uso de amplificaciones mediadas por transcripcion (Nevo et al., 2020). La
precision de PCA3 fue significativamente mayor que la del PSA después de una biopsia
negativa previa, con una sensibilidad del 47-58% y una especificidad del 71-72%y el VPN
fue del 88% (Cucchiara et al., 2018; Vlaeminck-Guillem et al., 2010). Una revisién
sistematica financiada por los NIH sobre la rentabilidad de la prueba planted inquietudes
con respecto a la precision de las mediciones de la prueba de PCA3 y concluyd que no

seria rentable (Nevo et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, el CaP es muy heterogéneo, lo que hace que pueda
presentarse tanto en forma de cancer de muy bajo riesgo y clinicamente no significativo
gue no siempre necesita tratamiento como también un cancer de préstata agresivo y
metastdsico. En el caso de un CaP de muy bajo riesgo se ha demostrado que la vigilancia
activa resulta segura con un bajo riesgo de muerte posterior por CaP (Klotz et al., 2010).
). Por esta razoén, se han desarrollado varias pruebas basadas en tejidos para guiar la
decisidon del médico sobre el tratamiento activo o la vigilancia activa de los pacientes.
Las pruebas mas conocidas son Oncotype Dx™ genomic prostate score (GPS) y
Prolaris™. La prueba de Oncotype Dx fue desarrollada por Genomic Health Inc
(Redwood City, CA, USA) y se basa en la medicion de la expresidén de 12 genes implicados
en la agresividad del CaP y 5 genes de referencia, mediante RT-qPCR. Los genes
seleccionados y relacionados con el CaP estan involucraos en la proliferacién (TPX2), la
ruta de los andréogenos (RAM13C, KLK2, AZGP1, SRD5A2), la respuesta del estroma
(COL1A1, SFRP4, BGN) y la organizacion celular (GSTM2, GSN, FLNC, TPM2) (Chistiakov
et al., 2018; Nevo et al., 2020). Esta prueba se disefié para la evaluacién de muestras
obtenidas de biopsias prostaticas con agujas, y por lo tanto es capaz de detectar
transcriptos de RNA con alta precisidn analitica en cantidades muy pequefias de tejido
(alrededor de 0,005 ng) (Chistiakov et al., 2018). Luego, los resultados se informan como
una puntuacién gendmica de la préstata (genomic prostate score: GPS) que varia entre
0y 100, siendo 0 un CaP de mas bajo riesgo y 100 el de riesgo mas alto. La puntuacion

resultante es comunicada por la empresa con la correspondiente categoria de riesgo de
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la Red Nacional Integral del Cancer de Estados Unidos (NCCN) y ayuda a tomar la
decisiéon de mantener a un paciente en vigilancia activa o pasar a un tratamiento
inmediato (si el GPS esta por encima de 20) (Chistiakov et al., 2018; Nevo et al., 2020).
Cada aumento de GPS en 20 puntos estd asociado con la elevacién del riesgo de CaP de
alto grado en 2,3 veces. La prueba de GPS es util para estratificar el riesgo de CaP en
riesgo muy bajo, bajo e intermedio. Ademads, dicha prueba tuvo un alto valor predictivo
para evaluar la agresividad del CaP y los eventos adversos, como la recurrencia después
de la prostatectomia radical, la patologia adversa en la cirugia y las metdstasis
(Chistiakov et al., 2018). Finalmente, se ha demostrado que la prueba de GPS permitid
ahorrar dinero en pacientes que han utilizado GPS en comparacién con pacientes que
recibié un tratamiento estdndar, como consecuencia de un aumento en la vigilancia

activa y una disminucidn en el tratamiento activo (Albala et al., 2016).

La otra prueba conocida que ayuda a tomar la decisién de tratamiento o vigilancia activa
de los pacientes es Prolaris™. Prolaris™ es otra prueba basada en genes para evaluar la
agresividad del tumor a partir de muestras de tejido obtenidas por biopsias. Dicha
prueba fue desarrollada por Myriad Genomics Inc. (Salt Lake City, UT, EUA) y se puede
realizar a partir de muestras de tejido incluido en parafina fijado con formalina obtenido
por biopsia 0 una muestra obtenida en una prostatectomia radical. Prolaris™ mide la
expresion de 31 genes implicados en la progresion del ciclo celular (CCP) que se sabe
gue estan regulados positivamente en el CaP agresivo y luego se normaliza a los niveles
de expresién de 15 genes de referencia. Se informa como una puntuacién de la CCP
(Chistiakov et al., 2018; Nevo et al., 2020). La puntuacion de CCP se vio asociada
significativamente con la recurrencia bioquimica (BCR) y la muerte por CaP (Nevo et al.,
2020). El aumento en la puntuacién de CCP en una unidad se asoci6 significativamente
con un aumento del cociente de riesgo (HR) de muerte en 2,57 (Cuzick et al., 2012). Esta
correlacién fue validada por varios estudios, lo que sugiere que la puntuacion CCP podria
servir como biomarcador independiente para el prondstico de eventos adversos, como
la muerte por CaP (Cuzick et al., 2012, 2015). La puntuacién CCP demostrd una alta
precision prondstica en la prediccion de los resultados de la prostatectomia, como la
recurrencia del CaP después de la cirugia, después de controlar todos los datos clinicos

y patoldgicos disponibles (Cooperberg et al., 2013). La implementacién de la puntuacion
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CCP tuvo un impacto significativo en la eleccidon de la terapia intervencionista o no
intervencionista en la practica clinica (Chistiakov et al., 2018). Sin embargo, una revisién
sistematica de la utilidad clinica y la evidencia econdmica de la prueba encontré una
calidad de evidencia muy baja. Los resultados del CCP cambiaron el plan de tratamiento
en el 50-65% de los casos, pero no hubo evidencia disponible sobre los resultados
clinicos. Se estimd que el costo de la prueba superara el ahorro de costos, lo que

resultard en un gran incremento en el costo de la atencién (Bauman et al., 2017).

Por el momento, tal como se comentd anteriormente, hay muchos biomarcadores
potenciales para el diagndstico y/o prondstico del CaP. Sin embargo, sélo unos pocos
son lo suficientemente sélidos para mostrar un verdadero valor analitico y clinico y
poder cumplir con los criterios de seleccion de la FDA para su uso clinico. Incluso, la
aprobacion de la FDA no resulta una garantia de la aplicacidn clinica exitosa de un
biomarcador (Chistiakov et al., 2018). De esta forma, una validacion positiva de un
potencial biomarcador es un requisito previo esencial para su introduccion en la préctica
clinica, aunque existen muchos obstaculos que pueden reducir la importancia de un
biomarcador en su uso clinico luego de la validacién, y es por ello que hasta el dia de
hoy no se ha encontrado e implementado en la clinica un buen biomarcador para el

diagndstico y/o prondstico del CaP.

En general, el diagndstico del cdncer se basa tradicionalmente en el analisis
histopatolégico de las células cancerosas a partir de biopsias de tejido. Sin embargo, a
causa de la naturaleza multifocal de la mayoria de los CaP, la heterogeneidad clonal
dentro de cada paciente y la imposibilidad de obtener muestras de todo el tumor, la
informacién de una biopsia de un solo tejido suele ser insuficiente y no refleja la
dindmica del tumor en toda la préstata (Jingpu Wang et al., 2020). Mas aun, el 60-90%
de los CaP son multifocales con agresividad variable. Por lo tanto, debido a la
heterogeneidad del CaP la precisiéon de las pruebas genéticas basadas en un Unico
nucleo para predecir los resultados y la toma de decisiones de tratamiento se
encuentran limitadas. Se necesitarian muestreos secuenciales de lesiones primarias y
metastdsicas, que no siempre son factibles debido a la invasividad de la biopsia de una
metastasis, las dificultades logisticas para acceder a las muestras y la incapacidad de

realizar ciertas pruebas genéticas en tejidos de biopsias incluidos en parafina y fijados
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en formalina (Jingpu Wang et al., 2020). Debido a estos obstaculos, es que la busqueda

de nuevos potenciales biomarcadores esta principalmente basada en biopsias liquidas.

Las biopsias liquidas resultan ser no invasivas y brindan la oportunidad de obtener
informacién sobre el panorama genético y realizar un seguimiento de la evolucidn
gendmica a medida que los tumores progresan para adaptar el manejo terapéutico a los
pacientes (Jingpu Wang et al., 2020). Dicha técnica se basa en el estudio de células
tumorales y acidos nucleicos provenientes de los tumores en fluidos corporales de
pacientes con cdncer. Parte del principio de que en los pacientes con cancer, las células
tumorales y los fragmentos genéticos de las células cancerosas se eliminan en los fluidos
corporales que pueden ser detectados y utilizarse como biomarcadores para
aplicaciones clinicas (Riaz et al., 2018). Las biopsias liquidas han sido evaluadas como
una técnica potencial para el manejo efectivo del cancer a varios niveles tales como:
deteccion de enfermedad minima residual después de la cirugia o terapia adyuvante; el
seguimiento de la respuesta a los tratamientos y evaluacién del mecanismo de
resistencia; la seleccidn de terapias dirigidas en funcién del perfil de mutacion del tumor;
deteccion de lesiones precancerosas e identificacion del origen del tumor en las
primeras etapas de la enfermedad (Watanabe et al., 2021). Evalidan en fluidos
corporales, tales como sangre, orina, saliva, liquido cefalorraquideo o heces, la
presencia de células tumorales circulantes (CTC) o fragmentos genéticos de las células
tumorales incluyendo DNA tumoral circulante libre de células, miRNAs libres de células,
proteinas y microvesiculas extracelulares (entre ellos exosomas conteniendo miRNAs)
(Poulet et al., 2019; Riaz et al., 2018; Vaidyanathan et al., 2019; Jingpu Wang et al., 2020;
Watanabe et al., 2021).

En particular, ciertos miRNAs presentes en exosomas, han sido propuestos como
posibles biomarcadores en biopsias liquidas para el diagnéstico del CaP (Endzelins et al.,
2016; Huang et al., 2013). La principal ventaja que presentan los miRNAs es que ademas
de circular en fluidos corporales, son extremadamente estables en los mismos. En el
laboratorio de la Dra. De Siervi se ha encontrado que los miRNAs se mantienen estables
en sangre entera a temperatura ambiente al menos por 48h. En la literatura, alin no se
ha llegado a un consenso sobre la utilizacidon de plasma o suero para obtener miRNAs

circulantes en sangre. Si bien el uso de suero seria una buena opcién debido a la sencillez
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con la que se lo obtiene, durante el tiempo que lleva el proceso de coagulacién se
pueden liberar miRNAs provenientes de células presentes en la sangre o incluso los
miRNAs podrian quedar dentro del codgulo (Felekkis and Papaneophytou 2020). A la
hora de utilizar plasma, se minimizan estos efectos, pero resulta de suma importancia
elegir un anticoagulante adecuado, ya que compuestos como la heparina o el citrato
inhiben la RT-gPCR (Felekkis and Papaneophytou 2020). En nuestro laboratorio se
compard experimentalmente el uso del suero y plasma, obteniendo mejores resultados
con muestras de este Ultimo. Por esta razon, las muestras utilizadas para la validaciéon
experimental por RT-gPCR fueron plasma, colectadas siempre en EDTA, que no

interfiere en las etapas posteriores.

Los miRNAs circulantes se pueden encontrar tanto libres, como asociados a proteinas o
dentro de vesiculas como exosomas, tal como se menciond anteriormente (Felekkis &
Papaneophytou, 2020). En la literatura se ha propuesto que el modo en que se secretan
los miRNAs depende tanto de la célula de la que se esté liberando como del destino y
de la funcién que va a cumplir el mismo (Felekkis & Papaneophytou, 2020). Por otro
lado, otra ventaja del uso de miRNAs circulantes como biomarcadores de diagndstico es
gue son enfermedad-especificos (Felekkis & Papaneophytou, 2020). Todos los
individuos presentan un conjunto de miRNAs en circulacién; sin embargo, en presencia
de enfermedades oncolégicas, metabdlicas o incluso otro tipo de enfermedades, como
cardiolégicas o neuropatologias, este conjunto se altera, pudiendo aprovechar esta
caracteristica para el diagndstico y/o pronédstico de enfermedades. Al hacer un analisis
en particular de los 5 miRNAs identificados, muy pocos de ellos se encuentran
reportados como biomarcadores para el CaP presentes en plasma o suero de pacientes
en comparaciéon con VS, la mayoria de ellos sélo han sido reportados en su rol como

miRNAs en tejidos en CaP y/u otros canceres.

En la literatura hay muy poca informacion acerca de la funcidn del hsa-miR-101-3p en el
CaP. No solo eso, sino que la mayoria de los datos resultan ser contradictorios. Sin
embargo, lo poco que se conoce sobre el mismo, ha sido descrito en el primer capitulo
de la seccidn de Discusion de este trabajo de tesis. A modo de resumen, el miR-101-3p
se ha encontrado aumentado en células de CaP sensibles a androgenos LNCaP vy

disminuido en células insensibles a andrégenos PC3, en comparacion con la linea celular
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epitelial de préstata no tumorigénica PWR-1E, como asi también se lo ha visto
disminuido en tumores y el torrente sanguineo de pacientes con CaP metastdsico en
comparacion con pacientes con CaP no metastasicos (Antognelli et al., 2018; P. Cao et
al., 2010; Y. Lin et al., 2018). Estos resultados sumados a los hallados en esta tesis,
sugieren que el miR-101-3p varia su expresion de acuerdo al tipo de tejido/muestra
donde se lo mida, como asi también el estadio de la enfermedad. A si mismo, a partir de
los resultados presentados en el primer capitulo de la seccidon Resultados, se sugiere que
el miR-101-3p podria cumplir una funcién a nivel del nicho metastasico y no tanto a nivel

tumoral.

El hsa-miR-21-5p ha sido propuesto como oncomiR ya que se encuentra aumentado en
casi todos los tumores derivados de células epiteliales, incluyendo los de mama,
pancreas, pulmon, estdmago, eséfago, colony préstata (O’Connell et al., 2010). Ademas,
este miRNA ha sido identificado en un estudio realizado previamente en nuestro
laboratorio, para generar un ensayo de deteccidon temprana del cancer de mama (Tesis
Doctoral de Paula Lucia Farré, 2022). Los genes blanco reportados del miR-21-5p
resultaron ser, en sumayoria, genes supresores tumorales, entre ellos PTEN, Fas ligando
(FasL), TAp63 y BAX que llevan a una inhibicién de la apoptosis celular (Jia et al., 2012;
Papagiannakopoulos et al., 2008). A su vez, se ha demostrado que el miR-21-5p tiene
como blanco directo a MARCKS, lo que hace que inhiba la apoptosis y la invasion celular
en células de CaP (T. Li et al., 2009). Un estudio reciente mostré que el miR-21-5p se
encontraba aumentado en muestras de orina de pacientes con CaP en comparacion con
VS (Ghorbanmehr et al., 2019). Ademas, encontraron que no habia diferencias
significativas en la presencia de este miRNA en muestras de orina de pacientes con CaP
y HPB, lo que indicaria que el miR-21-5p esta involucrado en cdncer y no en procesos
inflamatorios que son los responsables del fenotipo de la hiperplasia prostatica benigna
(Ghorbanmehr et al., 2019). Al igual que los resultados obtenidos en este tercer capitulo,
un analisis de curvas ROC mostré que el miR-21-5p resultd ser un buen biomarcador
para distinguir entre muestras normales y malignas de CaP con un AUC de 0,88 (valor
p<0,0001) y una especificidad de 0,88 (Ghorbanmehr et al., 2019). Sumado a esto, se vio
gue el miR-21-5p también era buen biomarcador para discriminar eficientemente a los

pacientes con HPB de los pacientes con CaP, a diferencia del PSA que incapaz de
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discriminar esas dos formas (Ghorbanmehr et al., 2019). Danarto et al. (Danarto et al.,
2020) demostré que el miR-21-5p estaba sobreexpresado en muestras de orina de
pacientes con CaP no metastdsico y metastdsico en comparacién con pacientes con HPB.
Finalmente, se ha identificado al miR-21-5p en exosomas provenientes de muestras de

suero de pacientes con CaP (Malla et al., 2018).

Por otro lado, el hsa-miR-214-3p es un miRNA poco estudiado en el CaP. En particular,
hay sdélo un trabajo publicado donde se estudie la funcién del miR-214-3p en células o
tumores de pacientes con CaP. Cagle et al. (Cagle et al.,, 2021) demostré que la
eliminacion del miR-214-3p promueve la proliferacidn, invasion, migracion, transicidon
epitelio-mesenquimal (EMT) de células de CaP y una mayor resistencia a anoikis
(caracteristica clave de las células de CaP que sufren metastasis). A su vez, la inactivaciéon
del miR-214-3p aumento el crecimiento tumoral en xenotransplantes de CaP en ratones
nude (Cagle et al., 2021). Finalmente, la eliminacion del miR-214-3p produjo un aumento
en la expresidn de su proteina blanco, la tirosina quinasa 6 (PTK6), una proteina que
promueve la sefalizacion oncogénica y la tumorigénesis en el CaP (Cagle et al., 2021). Si
bien el miR-214-3p ha sido estudiado practicamente poco y nada en el CaP, la expresién
anormal del miR-214-3p se la vio asociada con otros tipos de cancer. Se vio que el miR-
214-3p estaba aumentado en el plasma de pacientes con carcinoma nasofaringeo en
comparacion con los VS. La expresidn del miR-214-3p se encontraba significativamente
alterada en pacientes con carcinoma nasofaringeo con diferentes estadios, lo que
indicaba la estrecha asociacién entre el miR-214-3p y la progresién tumoral (Wang et
al.,, 2020). A su vez, aquellos pacientes con carcinoma nasofaringeo que han sufrido
recurrencia o metastasis mostraron tener una expresion elevada del miR-214-3p en
comparacion con aquellos sin recurrencia o metastasis (Wang et al., 2020). Sumado a
esto, se vio que la circulacién en plasma del miR-214-3p disminuia de manera gradual
en pacientes con carcinoma nasofaringeo bajo tratamiento (Wang et al.,, 2020). De
manera contraria al trabajo anterior, Lu et al. (Lu et al., 2020) demostré que el miR-214-
3p se encontraba desregulado negativamente en tejidos de cancer de pulmén de células
escamosas. Pacientes con cancer de pulmdén de células escamosas con una alta
expresion del miR-214-3p mostraron tener resultados clinicos mas favorables (Lu et al.,

2020). La sobreexpresion de dicho miRNA reprime la proliferacién y las propiedades de
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células madres in vitro e in vivo en un modelo murino con xenotransplantes (Lu et al.,
2020). En la misma linea, el miR-214-3p se encontraba regulado negativamente en
tejidos y células de cancer de endometrio. Ademas, la sobreexpresion del miR-214-3p
inhibiod la migracidn, invasidn y la transicion epitelio-mesenquimal en células de cancer
de endometrio y suprimid el crecimiento tumoral al regular la EMT en un modelo in vivo
(Fang, 2019). Por ultimo, acorde con los resultados presentados en este tercer capitulo
de tesis, Yamaoka et al. (Yamaoka et al., 2021) propuso al miR-214-3p como un nuevo
biomarcador del tumor rabdoide del rifién (RTK). La expresidn exosomal del miR-214-3p
se encontraba significativamente aumentada en las lineas celulares derivadas de RTK en
comparacion con la linea celular renal embrionaria humana. A su vez, el nivel de
expresion del miR-214-3p en exosomas de suero resultd ser significativamente mayor
en ratones con xenotransplante de RTK en comparacidn con ratones control (Yamaoka
et al., 2021). Por lo tanto, la funcién del miR-214-3p pareceria variar de acuerdo al tipo
de cdncer y muestra analizada. Sin embargo, de acuerdo a la evidencia presente en la
literatura y este trabajo de tesis, el miR-214-3p resulta ser un buen y prometedor

biomarcador a nivel de fluidos, en particular en sangre.

En cuanto al hsa-miR-324-3p, ha sido propuesto, en la literatura, como un oncomiR en
distintos tipos de cancer. Al igual que el miR-214-3p, el rol del miR-324-3p en CaP ha
sido pobremente estudiado, encontrandose un solo trabajo publicado al respecto. Han
et al. (han et al., 2019) reportd que el RNA largo no codificante conocido como IncRNA
SNHG?7 estaba sobreexpresado en células y tejidos de CaP y actuaba como una esponja
para el miR-324-3p, regulando positivamente a WNR2B por efecto esponja. Un
experimento in vitro sugirié que el IncRNA SNHG7 promueve la EMT en CaP por medio
del miR-324-3p y WNT2B (han et al.,, 2019). Por lo tanto, el trabajo mencionado
anteriormente sugiere un rol supresor tumoral por parte del miR-324-3p en el CaP,
mientras que los resultados presentados en este trabajo de tesis lo proponen como un
oncomiR atil como biomarcador para el diagnéstico del CaP. Sin embargo, al ser un solo
trabajo disponible en la literatura, no se puede concluir una funcién concreta de este
miRNA en el cancer de prostata y es necesario realizar mas analisis. Mas alla del CaP, el
miR-324-3p ha sido reportado como oncomiR en otros canceres. En el cancer de pulmén

de células escamosas el miR-324-3p estaba aumentado significativamente en el plasma
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de pacientes en etapa | en comparaciéon con VS (X. Gao et al., 2016). Un andlisis de curvas
ROC mostré que el miR-324-3p resultd ser un buen biomarcador para distinguir entre
pacientes con cancer de pulmén de células escamosas y VS, con AUC de 0,79 (X. Gao et
al.,, 2016). Ademas, el miR-324-3p estaba aumentado en cancer de pulmédn, y su
sobreexpresidn aumenté la proliferacion celular pero no alteré la invasidn de células de
cancer de pulmén (M. H. Lin et al.,, 2018). De la misma forma, este miRNA fue
encontrado aumentado en tejidos de pacientes con cancer de vejiga (CaV) en
comparacion con los tejidos normales adyacentes correspondientes. Mdas aun, en
pacientes con CaV, altos niveles de expresion del miR-324-3p se correlaciond
positivamente con una pobre sobrevida (Tsai et al., 2020). Se encontrd que la expresién
del mismo aumenta el crecimiento y motilidad de las células de CaV, y aceleré la
capacidad de formacion de colonias, migacion e invasién de las células humanas de CaV
BFTC905 (Tsai et al., 2020). El miR-324-3p estaba aumentado en tejido tumoral de
cancer gastrico (CaG) en comparacién con el tejido normal adyacente. Ademas, la
sobreexpresidon del miR-324-3p produjo un aumento en el crecimiento celular, la
migracion y una disminucién de la apoptosis en células de CaG (Sun et al., 2018). Se vio
que el miR-324-3p reprimid la expresidon de Smad4, lo que activé la via de seializacién
Whnt/beta-catenina. Finalmente, la sobreexpresiéon del miR-324-3p generd un aumento
en el nivel de ATP intracelular y facilitd la colonizacién y crecimiento de células
tumorales en un experimento in vivo de CaG y contribuyd al crecimiento de organoides
gastricos (Sun et al., 2018). Por ultimo, el miR-324-3p se encontré aumentado en tejidos
y lineas celulares de carcinoma hepatocelular (CHC). Tanto en experimentos in vitro e in
vivo se vio que el miR-324-3p promovia la viabilidad celular, la formacién de colonias, la
proliferacion y la progresidn del ciclo celular en células de CHC. Pacientes con CHC y una
alta expresiéon del miR-324-3p se correlacionaron con un mal prondstico y una sobrevida

general y libre de enfermedad mds cortas (Tuo et al., 2017).

Por ultimo, se encuentra el hsa-miR-181d-5p, un miRNA muy poco estudiado en la
literatura en canceres humanos. Se ha encontrado que el miR-181d-5p estaba
disminuido en tumores de pacientes con cancer de pulmdn de células no pequeiias, en
comparacion con tejido normal. La sobreexpresién del miR-181d-5p inactivd la via de

sefializacion de Akt (L. M. Gao et al., 2019). Por lo tanto, Gao et al. (L. M. Gao et al.,
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2019) ha propuesto que el miR-181d-5p tiene efectos de supresor tumoral en el cancer
de pulmén de células no pequefiias, a través de la inactivacién de la via de Akt por la
supresion de CDKN3. En el mismo sentido, el miR-181d-5p ha sido reportado con
funciones anti-oncogénicas en osteosarcoma (OS) al tener como blanco a FOXP1. En
particular, la disminucién del miR-181d-5p fue identificado como un factor prondstico
significativo para pacientes con OS (H. Chen et al., 2018). Se ha detectado al miR-181d-
5p en exosomas derivados de fibroblastos asociados al cancer (CAFs). Un experimento
in vitro de co-cultivo entre CAF y células humanas de cancer de mama (CaM) MCF-7
mostré que los CAFs prolongaban la proliferacion y disminuian la apoptosis de las MCF-
7 a través de la liberacién de exosomas conteniendo al miR-181d-5p que tiene como
blanco al CDX2 y HOXAS (Wang et al., 2020). A su vez, los exosomas derivados de CAFs
conteniendo al miR-181d-5p promovieron el crecimiento tumoral en ratones nude con
xenotransplantes de células MCF-7 (Wang et al., 2020). Por lo tanto, este ultimo
resultado apoya los hallazgos presentados en este trabajo de tesis, proponiendo al miR-

181d-5p con funciones de oncomiR.

En conclusion, se han identificado diversos miRNAs que se encuentran aumentados en
circulacion en pacientes con CaP y actuan a nivel tumoral como oncomiRs y/o como
tsmiRs, cuyo rol en el CaP no ha sido descripto en su gran mayoria. Muy pocos de ellos
han sido reportados como posibles biomarcadores para ser utilizados en la deteccion
temprana del CaP, mientras que la mayoria estdn siendo descriptos por primera vez

en el presente trabajo como los hsa-miR-214-3p, el miR-324-3p y el miR-181d-5p.

A partir de estos hallazgos, el paso siguiente, es identificar la combinacion de miRNAs
que mejor pueda predecir el CaP mediante modelos logisticos y machine learning. Si
bien este andlisis ya fue realizado, seleccionando un modelo predictivo de 5 miRNAs
(que resulté tener mayor sensibilidad y valor predictivo negativo), resulta necesario
aumentar el n de pacientes, teniendo un minimo de 100 pacientes, para tener
resultados mads robustos. De esta manera, el paso siguiente es generar un ensayo para
la deteccion del CaP implementdndose como método de tamizaje de rutina junto con
el PSA. De la misma forma queda pendiente a futuro, evaluar la correlacion de los

miRNAs seleccionados con el grado de Gleason y posibles metdstasis, pudiendo
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generar un nuevo panel biomarcador pronédstico del CaP, que ayudarian a la toma de

decision de los médicos en cuanto al tratamiento que podria recibir o no el paciente.
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Capitulo 3 Materiales y Métodos

Tabla suplementaria 1: Tabla resumen de las caracteristicas principales de los

pacientes utilizadas en las cohortes exploratoria y validatoria.

Datos identificatorios Patologia

o Edad a PSA L Grado Grupo
(ng/ml)

Adenocarcinoma

1 Exploratoria 72 17 de préstata 5+4=9 4
Adenocarcinoma
2 Exploratoria 65 134 de prostata 4+3=7 2
Adenocarcinoma
4 Exploratoria 56 11 de préstata 3+3=6 1
Adenocarcinoma
5 Exploratoria 80 7.6 de préstata 3+3=6 1
Adenocarcinoma  1ZQ:3+3=6
6 Exploratoria 67 2.7 de prostata DER:4+3=7 2
Adenocarcinoma
12 Exploratoria 67 20 de préstata 4+4=8 3
Adenocarcinoma  1ZQ:4+3=7
17 Exploratoria S/D S/D de prostata DER:5+4=9 4
Adenocarcinoma
19 Exploratoria 65 7 de préstata 3+3=6 1
Cancer de
170 Exploratoria 70 S/D prostata 8 3
Adenocarcinoma  1ZQ:4+3=7
185 Exploratoria 58 1,4 de prostata DER:3+3=6 2
Adenocarcinoma
189 Exploratoria 58 6,3 de préstata 4+3=7 2
Cancer de
212 Validatoria 68 3,88 préstata 4+5=9 4
213 Validatoria 60 2,62 S/D S/D S/D
214  Exploratoria/Validatoria 69 2,21 S/D S/D S/D
216 Validatoria 50 0,36 S/D S/D S/D
217 Validatoria 50 1,15 S/D S/D S/D
218 Validatoria 58 0,67 S/D S/D S/D
219 Validatoria 59 0,29 S/D S/D S/D
220 Validatoria 55 1,22 S/D S/D S/D
Cancer de
221 Validatoria 53 37,24 préstata 4+43=7 2
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222
223
224
225

226

234

240

241

258

259

260

263

303

304

311

315

317

352

354

366

367

368
373

374

Validatoria
Validatoria
Validatoria

Validatoria
Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Exploratoria/Validatoria

Exploratoria/Validatoria

Exploratoria/Validatoria

Exploratoria/Validatoria

Exploratoria/Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria
Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

50
53
S/D
S/D

48

67

60

66

60

65

59

57

69

68

60

59

64

45

59
53

66

61
S/D

60

85,9
4,77
4,88
4,01

7,5

9,72

9,72

4,23

3,75

5,95

37,49

S/D

S/D

S/D

9,2

S/D

S/D

S/D

S/D
S/D

9,47

5,8

elevado

8,7

Cancer de
prostata

S/D
S/D
S/D
Cancer de
prostata

Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata
S/D
Cancer de
prostata

5+4=9
S/D
S/D
S/D

3+4=7

3+4=7

4+3=7

3+3=6

3+4=7

3+4=7

3+4=7

3+3=6

3+4=7

S/D

4+5=9

3+3=6

3+4=7

3+3=6

3+4=7
3+4=7

3+4=7

3+4=7
S/D

S/D
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4
S/D
S/D
S/D

S/D

S/D

173



375

391

427

428
431

432

433

434

437

438

439

441

443

444

445

446

448

451

453

454

455

456

457

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

62

78

69

68
87

74

64

71

60

47

67

52

61

54

64

60

73

70

69

61

72

86

65

S/D

21,7

98,01

4,53
S/D

7,8

7,4

7,73

6,1

3,64

S/D

S/D

S/D
S/D
S/D

23

S/D
S/D
7.48

S/D

9.3

S/D

11

Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de prdstata
Cancer de
prostata

S/D

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de prdstata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
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S/D
4+3=7
4+3=7y
4+5=9

S/D
S/D

4+3=7

S/D

3+3=6

4+4=8

3+3=6

4+4=8

4+4=8

3+4=7
3+4=7
5+4=9

4+4=8

3+4=7
S/D
4+3=7

S/D

4+3=7

4+3=7

3+4=7

S/D

S/D
S/D

S/D

S/D

S/D
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461

462

463

464

465

467

468

471

476

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

494

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

Validatoria

67

71

58

70

54

45

73

68

76

74

59

76

74

69

79

59

68

50

60

82

65

72

73

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D

37

50

22

294.02

11.03

29.8

11.53

S/D

20

S/D

S/D

22.13

S/D

12.66

11.77

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de prdstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
Cancer de
prostata

Adenocarcinoma
de préstata

Adenocarcinoma
de préstata
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3+4=7
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D

4+43=7

4+4=8

4+3=7

4+4=8

3+4=7

3+4=7

4+4=8

4+5y 4+4

4+3=7

4+4=8

4+3=7

3+3=6

4+3=7

4+3=7

4+4=7

2
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
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Adenocarcinoma

ANEXO

495 Validatoria 55 15.99 de préstata 3+4=7 2
Cancer de
497 Validatoria 84 13.89 préstata S/D S/D
Adenocarcinoma

498 Validatoria 70 16.08 de prdstata 4+5=9 4
De los pacientes informadas en la tabla también se han colectado otros datos como BMI,
peso, altura, didmetro de la cintura, presion arterial, presencia de metdstasis dsea,
antecedentes familiares y personales de cancer entre otros datos, los cuales no son
mostrados dado la falta de informacién en varios casos. Abreviaturas utilizadas en la
tabla: S/D.

Capitulo 3 Resultados

Tabla suplementaria 2: Lista de miRNAs obtenidos a partir de microarreglos de expresion
comparando CaP vs VS.

ID Transcript ID(Array Design) | PCA Avg (log2) | NO PCA Avg (log2) | Fold Change | P-val |FDR P-val
20519463 hsa-miR-4668-5p 5,94 2,88 8,33 0,0012| 0,3242
20517821 hsa-miR-3613-3p 4,75 1,94 7,01 0,0072| 0,5221
20504316 hsa-miR-548a-3p 5,05 3,72 2,51 0,0306| 0,7693
20512261 hsa-miR-2277-5p 3,7 2,39 2,49 0,0034| 0,4414
20536308 hsa-mir-320e 7,44 6,29 2,21 0,002 | 0,3745
20515640 hsa-miR-548x-3p 2,13 1,16 1,96 0,0056| 0,5221
20518933 hsa-miR-4532 9,92 9,06 1,82 0,0081| 0,5291
20534392 hsa-mir-101-1 1,51 0,74 1,7 0,0068| 0,5221
20534393 hsa-mir-101-1 1,48 0,77 1,64 0,0231| 0,7142
20534637 hsa-mir-320a 6,58 5,88 1,62 0,0096| 0,5514
20525747 hsa-miR-6893-5p 1,79 1,11 1,61 0,0352| 0,779
20536563 hsa-mir-3659 1,45 0,84 1,53 0,0068| 0,5221
20519584 hsa-miR-4737 1,3 0,72 1,5 0,0124| 0,5886
20506813 hsa-miR-1285-3p 1,49 0,91 1,5 0,0056| 0,5221

Para la obtencién de una lista de miRNAs se utilizaron los siguientes criterios de

seleccion: valor p<0,05 y FC>1,5.

Tabla suplementaria 3: Lista de miRNAs obtenidos a partir de secuenciacion de miRNAs

comparando CaP vs VS.
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miRNAs baseMean |log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj

hsa-miR-217-5p |3,785954515| 4,306177989 |1,82330452| 2,36174371 |0,01818921|0,62162758
hsa-miR-190a-3p |2,809460215| 2,761353457 |1,40513912| 1,96518154 |0,04939323|0,72023882
hsa-miR-490-5p |29,84355844 | 2,702304043 |0,88289571 | 3,06072848 |0,00220799 | 0,61860647
hsa-miR-548ba | 1,736278055| 2,108064911 |1,36302499 | 1,54660767 |0,12195788 | 0,87298076
hsa-miR-1197 5,13747458 | 2,053927099 |0,85423737| 2,40439856 | 0,0161991 |0,62162758
hsa-miR-4662b 1,852414833| 2,037579744 |1,15718317 | 1,76081004 |0,07827056 |0,79431149
hsa-miR-4662a-3p | 1,57906567 | 1,972925448 |1,11953671| 1,76226955 |0,07802377 |0,79431149
hsa-miR-7845-5p |2,789752788| 1,706567869 | 0,8717331 | 1,95767245 |0,05026846 | 0,72023882
hsa-miR-552-3p |4,880930819| 1,64355376 |0,84271728| 1,95030267 |0,05114005 |0,72023882
hsa-miR-214-3p | 14,1626981 | 1,637025214 |1,20145565 | 1,36253486 |0,17302915|0,94188663
hsa-miR-655-3p |41,06015167 1,4841049 0,93100489 | 1,59408926 | 0,11091604 | 0,87298076
hsa-miR-539-3p |30,74270673| 1,45388919 |0,96153303| 1,5120533 | 0,1305203 |0,87298076
hsa-miR-6131 3,319417524| 1,395227091 |0,93868424 | 1,48636466 |0,13718269 | 0,87298076
hsa-miR-5698 4,02942842 | 1,387817383 |0,88523425| 1,56774027 |0,11694176|0,87298076
hsa-miR-296-3p |5,901441664 | 1,384429121 |0,78658576| 1,76004855 |0,07839958 |0,79431149
hsa-miR-146a-3p |8,369290048 | 1,365331226 |1,05108645| 1,29897138 |0,19395375|0,94188663
hsa-miR-758-3p | 12,2064167 | 1,217157722 |0,77050457 | 1,57968916 |0,11417807 | 0,87298076
hsa-miR-4662a-5p | 7,731853407 | 1,198308064 |0,54872993| 2,18378476 |0,02897807 | 0,62162758
hsa-miR-6513-3p |2,347331463| 1,193116001 |0,91625491 | 1,30216601 |0,19285964 | 0,94188663
hsa-miR-410-5p |4,618003437| 1,177441385 |0,76936324 | 1,53041024 |0,12591522 |0,87298076
hsa-miR-381-5p |6,690275029| 1,149480234 |0,83008685 | 1,38477104 |0,16612249 |0,94188663
hsa-let-7d-3p 67,52258198 | 1,14104007 |0,66439945 | 1,71740069 |0,08590599 | 0,80346288
hsa-miR-485-3p |122,0658561| 1,066128353 |0,64673221| 1,648485 |0,09925319|0,87298076
hsa-miR-3188 9,906891279| 1,033598256 |0,66353111| 1,55772389 |0,11929872 |0,87298076
hsa-miR-4488 8,063834702| 1,004821061 |0,70931596 | 1,41660573 |0,15659823|0,93170132
hsa-let-7f-2-3p | 124,2704832| 0,948157075 |0,62608295 | 1,51442723 |0,12991752|0,87298076
hsa-miR-432-5p |1498,467843| 0,895286992 |0,62819587 | 1,42517173 |0,15410757|0,92705332
hsa-miR-3174 20,76764661| 0,892451757 |0,37065619 | 2,40776167 | 0,01605066 | 0,62162758
hsa-miR-4687-5p |6,201552712| 0,853099878 |0,56344417 | 1,51408059 | 0,1300054 |0,87298076
hsa-miR-664a-3p |40,15641743| 0,852065261 |0,42440596 | 2,00766563 |0,04467884 |0,71081783
hsa-miR-656-3p |47,08430976| 0,815875708 |0,59481407 | 1,37164829 |0,17017295|0,94188663
hsa-miR-454-5p |6,139137271| 0,786656124 | 0,5148973 | 1,5277923 |0,12656411|0,87298076
hsa-miR-323a-5p |20,96967596| 0,769273354 |0,49046598 | 1,56845404 |0,11677521|0,87298076
hsa-miR-329-3p |107,7578692| 0,749710011 |0,58005698 | 1,29247648 |0,19619218 |0,94188663
hsa-miR-130a-5p |25,21539296| 0,746559497 | 0,4163007 | 1,79331791 | 0,0729221 |0,78885296

hsa-miR-326 40,73646255| 0,730909697 |0,41990749 | 1,74064459 | 0,0817459 |0,80346288
hsa-miR-497-5p |40,69045507 | 0,729928933 |0,38373856| 1,90215164 |0,05715133|0,75873322
hsa-let-7g-3p 7,684505624 | 0,713168775 | 0,5513164 | 1,29357438 |0,19581248 | 0,94188663
hsa-miR-181a-3p |619,3913951| 0,711094718 |0,37346315| 1,90405593 | 0,0569029 |0,75873322
hsa-miR-664a-5p |382,9118969| 0,66311002 |0,24657781| 2,68925267 |0,00716122 |0,61860647
hsa-miR-548a0-5p |27,04754556| 0,621410237 |0,40662808| 1,52820296 |0,12646215 | 0,87298076
hsa-miR-1304-3p |15,78482862| 0,618174699 |0,38217856| 1,6175023 | 0,1057699 |0,87298076
hsa-miR-4433a-3p | 60,76732355| 0,613977314 |0,33798495| 1,81658183 |0,06928117 | 0,78885296
hsa-miR-4433b-5p | 60,76732355| 0,613977314 |0,33798495| 1,81658183 | 0,06928117 | 0,78885296
hsa-miR-191-3p |67,47755596| 0,613587835 |0,45373993| 1,35228969 |0,17628266 | 0,94188663
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hsa-miR-625-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-5584-5p
hsa-miR-589-3p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-92a-1-5p
hsa-miR-29b-1-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-584-5p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-301b-3p
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-628-3p
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-197-3p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-miR-23c
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-9-3p
hsa-miR-627-5p
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-769-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-103b
hsa-miR-107
hsa-miR-223-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-548d-5p
hsa-miR-548b-5p
hsa-miR-548g-5p
hsa-miR-548x-5p
hsa-miR-548aj-5p
hsa-miR-548ag-3p
hsa-miR-17-3p

1915,855337
5323,957151
4783,013653
18,65158864
18,25158251
5328,80669
101495,2704
26,79704522
24,2876202
128593,5344
92,01164194
925917,4402
210,7136993
415,9725699
172,9045147
244,4792534
56,46045076
7054,124331
187,8167487
95,30940921
22906,53041
43529,52749
196,9742499
361200,6477
361045,1685
81,41841521
25690,52334
2854,6921
74675,85306
134,1092199
85,96158921
2432,32177
66,43138592
39104,79554
39104,79554
39102,40823
284,2812967
45440,72273
58019,76237
259,1828933
252,9794542
58,09151295
58,09151295
58,09151295
55,3184546
927,81073

0,602269576
0,556324452
0,546911576
0,546092957
0,534806082
0,53397633
0,523528
0,514327637
0,513155521
0,509818104
0,496270976
0,49174004
0,487403498
0,460010557
0,4577666
0,434592687
0,434151212
0,423353099
0,40049373
0,373865023
0,371932641
0,365098746
0,359957868
0,315038289
0,31493068
0,291785968
0,232554173
0,230553903
-0,198479875
-0,295744672
-0,343215184
-0,349281767
-0,356830045
-0,36120139
-0,36120139
-0,361246649
-0,366960631
-0,421092212
-0,426975532
-0,481927388
-0,490365236
-0,494135203
-0,494135203
-0,494135203
-0,501822704
-0,521458873

0,29115242
0,30415238
0,29424869
0,39797261
0,38767862
0,37978047
0,20564741
0,38822691
0,33850561
0,19188065
0,27730489
0,3275984

0,3029282

0,35156897
0,3508614

0,28250062
0,31556831
0,28474862
0,30321206
0,23709582
0,26403199
0,18744701
0,26087645
0,24164888
0,24164263
0,2008646

0,14708131
0,14387462
0,13285675
0,22423573
0,1984692

0,18314494
0,24228499
0,13963977
0,13963977
0,13962885
0,18184289
0,21174047
0,3197955

0,26952206
0,2679008

0,32499902
0,32499902
0,32499902
0,33323871
0,23673447

2,06857143
1,82909783
1,85867122
1,37218728
1,37950884
1,40601313
2,54575532
1,32481192
1,5159439
2,65695426
1,78962216
1,50104531
1,6089737
1,3084504
1,30469352
1,53837782
1,37577568
1,48676085
1,32083709
1,57685205
1,40866508
1,94774377
1,37980206
1,30370265
1,30329104
1,45265003
1,58112662
1,60246408
-1,49393899
-1,31890074
-1,72931209
-1,90713302
-1,4727699
-2,58666568
-2,58666568
-2,58719208
-2,01800919
-1,98871864
-1,33515179
-1,78808141
-1,83039853
-1,52042061
-1,52042061
-1,52042061
-1,5058956
-2,20271626
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0,03858632
0,06738495
0,06307376
0,17000514
0,16773792
0,15972023
0,01090416
0,18523354
0,12953354
0,00788501
0,07351467
0,13334384
0,10762209
0,19072059
0,19199723
0,12395626
0,16889109
0,13707799
0,18655569
0,11482957
0,15893423
0,05144563
0,1676476

0,19233499
0,19247542
0,14632095
0,11384909
0,10905303
0,13519157
0,1872023

0,08375325
0,05650336
0,14081309
0,00969096
0,00969096
0,00967616
0,0435903

0,04673227
0,18182667
0,07376287
0,06719037
0,1284053

0,1284053

0,1284053

0,13209398
0,02761475
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0,67198446
0,78885296
0,78885296
0,94188663
0,94188663
0,93170132
0,61860647
0,94188663
0,87298076
0,61860647
0,78885296
0,87298076
0,87298076
0,94188663
0,94188663
0,87298076
0,94188663
0,87298076
0,94188663
0,87298076
0,93170132
0,72023882
0,94188663
0,94188663
0,94188663
0,90133703
0,87298076
0,87298076
0,87298076
0,94188663
0,80346288
0,75873322
0,88831348
0,61860647
0,61860647
0,61860647
0,71081783
0,71967691
0,94188663
0,78885296
0,78885296
0,87298076
0,87298076
0,87298076
0,87298076
0,62162758



hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-4659a-3p
hsa-miR-548au-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-651-5p
hsa-miR-548as-5p
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-4454
hsa-miR-450b-5p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-3184-5p
hsa-miR-624-5p
hsa-miR-1537-3p
hsa-miR-363-3p
hsa-miR-5010-5p
hsa-miR-548h-5p
hsa-miR-548i
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-29b-2-5p
hsa-miR-550a-3p
hsa-miR-550b-2-5p
hsa-miR-503-5p
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-450a-5p
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-548ap-3p
hsa-miR-3143
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-181b-2-3p
hsa-miR-424-3p
hsa-miR-4677-3p
hsa-miR-629-5p
hsa-miR-548ay-5p
hsa-miR-6514-5p
hsa-miR-4659b-3p
hsa-miR-1303
hsa-miR-664b-5p
hsa-miR-548ar-5p
hsa-miR-215-5p
hsa-miR-92b-5p
hsa-miR-4772-5p
hsa-miR-208b-3p
hsa-miR-1285-5p
hsa-miR-16-5p

38651,93924
1023,781301
15,87385262
288,2116757
11719,98091
11713,22227
54,90408804
5,788388922
1136,806314
28,78098535
11,8096744
1167,623323
215,4315352
80,48753029
9,261542512
416,7828554
56,10884993
37,85716531
5,282597904
33,71015633
5,85349035
23,13786069
23,13786069
205,3716765
2150,267887
65,67483645
54,17024338
13,00392759
64,80267736
2647,443547
2,965589369
262,5868484
4,188786587
88,99880275
122,6912608
2,353757159
5,737033024
98,26616159
9,043975821
23,36475582
13,18951186
4,686424844
31,70781733
2,618677475
1,774413004
228267,8239

-0,540156444
-0,54852806
-0,57647699

-0,588817187

-0,592404937

-0,5928101

-0,597527738

-0,674089131

-0,676518513

-0,678573342

-0,716906435

-0,723594127

-0,734728022

-0,751901681

-0,753845056

-0,757610946

-0,760338721

-0,761093154

-0,782395526

-0,809555799

-0,844164066

-0,853086364

-0,853086364

-0,860710805

-0,864301475

-0,895595278

-0,900831404

-0,913499629

-0,920072099

-0,944282886

-0,948528499

-0,952548499

-0,986437456

-1,008678808

-1,020639592

-1,081319179

-1,085208887

-1,090665699

-1,1307104

-1,160386609

-1,175891528

-1,246244015
-1,33610626

-1,407477768

-1,418550809

-1,436415322

0,25171148
0,42719509
0,3297336
0,27137213
0,2776869
0,27766893
0,25728353
0,50980205
0,30215133
0,33769156
0,47983795
0,42227195
0,35643442
0,51943024
0,52889628
0,48530836
0,34581876
0,31825696
0,53284004
0,37991753
0,64944052
0,64074014
0,64074014
0,36827171
0,47847924
0,41352352
0,50703647
0,46738638
0,39225615
0,51869737
0,68425341
0,44346669
0,57065102
0,46945004
0,45037682
0,81183056
0,65408581
0,37959305
0,79975846
0,63639428
0,7571257
0,81859633
0,7855755
0,89666269
0,94380211
0,50731992

-2,1459349
-1,2840224
-1,74831136
-2,16977765
-2,13335571
-2,13495294
-2,32244849
-1,3222566
-2,23900554
-2,00944718
-1,49405949
-1,71357375
-2,06132737
-1,44755084
-1,42531737
-1,56109191
-2,19866244
-2,39144228
-1,46834972
-2,13087247
-1,29983276
-1,33140771
-1,33140771
-2,3371624
-1,80635103
-2,16576626
-1,77665997
-1,95448493
-2,34558998
-1,82048904
-1,38622401
-2,1479595
-1,72861771
-2,1486393
-2,26619033
-1,33195181
-1,65912313
-2,8732499
-1,41381486
-1,82337686
-1,55309948
-1,52241584
-1,70079931
-1,56968477
-1,50301721
-2,83137972
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0,03187817
0,19913412
0,08041013
0,03002369
0,03289556
0,03276485
0,0202088

0,18608272
0,02515556
0,04448973
0,13516007
0,08660704
0,03927182
0,14774271
0,15406548
0,11850207
0,02790193
0,01678232
0,14200925
0,03309965
0,1936583

0,1830549

0,1830549

0,01943074
0,07086353
0,03032905
0,0756242

0,05064389
0,01899699
0,06868456
0,16567851
0,03171697
0,08387754

0,031663

0,02343973
0,18287602
0,09709098
0,00406273
0,15741627
0,06824633
0,12039937
0,12790492
0,08898068
0,11648847
0,13283461
0,00463477
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0,62162758
0,94188663
0,80346288
0,62162758
0,62162758
0,62162758
0,62162758
0,94188663
0,62162758
0,71081783
0,87298076
0,80346288
0,67198446
0,9028721
0,92705332
0,87298076
0,62162758
0,62162758
0,88831348
0,62162758
0,94188663
0,94188663
0,94188663
0,62162758
0,78885296
0,62162758
0,79431149
0,72023882
0,62162758
0,78885296
0,94188663
0,62162758
0,80346288
0,62162758
0,62162758
0,94188663
0,87298076
0,61860647
0,93170132
0,78885296
0,87298076
0,87298076
0,81565623
0,87298076
0,87298076
0,61860647



hsa-miR-3688-3p
hsa-miR-4747-5p
hsa-miR-122b-3p
hsa-miR-3158-3p
hsa-miR-548aj-3p
hsa-miR-582-3p
hsa-miR-548ad-5p
hsa-miR-548ae-5p
hsa-miR-885-3p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-33b-3p
hsa-miR-1255b-5p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-6885-5p
hsa-miR-4732-3p
hsa-miR-4772-3p
hsa-miR-580-5p
hsa-miR-122b-5p
hsa-miR-122-3p
hsa-miR-4508
hsa-miR-3200-5p
hsa-miR-6815-5p
hsa-miR-412-5p

4,267616962
3,463772917
503,4761125
18,45011254
17,32851073
5,16846874
67,81121206
67,81121206
4,080809629
1024,602522
3,002466008
22,22815562
332,7902759
2,104910826
2,866095213
14,20694577
1,724665439
37,83281645
36,53975607
3,469904974
3,024427374
3,649092284

1,95541001

-1,443895622
-1,462172533
-1,509964769
-1,540860768
-1,548290244
-1,635263249
-1,654639348
-1,654639348
-1,654767563
-1,661007863
-1,683569644
-1,732501648
-1,756188537
-1,832842749
-1,879954438
-2,012346898
-2,016982339
-2,254019824
-2,459811426
-2,890256974
-2,956770691
-3,266347163

-3,652029638

0,8051267
0,95186655
0,87784979
0,66857466
0,73587299
1,11658972
0,65904715
0,65904715
1,08530876
0,92166765

0,6971906
0,7592366
0,64456711
0,91528953

1,3974631
0,95343911

1,116009

0,9580352
0,89806017
1,27904411
1,23632798
1,26632473

1,21563182

-1,79337689
-1,53611085
-1,72007192
-2,30469513
-2,10401832
-1,46451576
-2,51065398
-2,51065398
-1,52469751
-1,80217659
-2,41479108
-2,28189954
-2,72460155
-2,0024732

-1,34526231
-2,11061921
-1,80731728
-2,35275262
-2,7390274

-2,25970078
-2,39157468
-2,57939144

-3,00422348
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0,07291268
0,1245112
0,08541937
0,02118365
0,03537685
0,14305308
0,01205078
0,01205078
0,12733456
0,07151763
0,01574424
0,02249527
0,00643791
0,04523386
0,17854054
0,03480506
0,07071282
0,01863503
0,00616212
0,02383983
0,01677627
0,00989746
0,0026626

0,78885296
0,87298076
0,80346288
0,62162758
0,63349241
0,88831348
0,61860647
0,61860647
0,87298076
0,78885296
0,62162758
0,62162758
0,61860647
0,71081783
0,94188663
0,63349241
0,78885296
0,62162758
0,61860647
0,62162758
0,62162758
0,61860647
0,61860647

Tabla suplementaria 4: Lista de miRNAs obtenidos a partir de secuenciacion de miRNAs

comparando CaP vs VS con criterios de seleccidn.

miRNAs baseMean |log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
hsa-miR-217-5p |3,785954515| 4,306177989 |1,82330452|2,36174371|0,01818921 |0,62162758
hsa-miR-190a-3p |2,809460215| 2,761353457 |1,40513912 |1,96518154 |0,04939323 |0,72023882
hsa-miR-490-5p |29,84355844| 2,702304043 |0,88289571 |3,06072848 | 0,00220799 | 0,61860647
hsa-miR-548ba |1,736278055| 2,108064911 |1,36302499 |1,54660767|0,12195788|0,87298076
hsa-miR-1197 5,13747458 | 2,053927099 |0,854237372,40439856 | 0,0161991 |0,62162758
hsa-miR-4662b |1,852414833| 2,037579744 |1,15718317|1,76081004 |0,07827056 |0,79431149
hsa-miR-4662a-3p | 1,57906567 | 1,972925448 |1,11953671|1,76226955|0,07802377|0,79431149
hsa-miR-7845-5p |2,789752788| 1,706567869 | 0,8717331 |1,95767245 |0,05026846 | 0,72023882
hsa-miR-552-3p |4,880930819| 1,64355376 |0,84271728|1,95030267 |0,05114005 |0,72023882
hsa-miR-214-3p | 14,1626981 | 1,637025214 |1,20145565|1,36253486 |0,17302915 |0,94188663
hsa-miR-655-3p |41,06015167 1,4841049 0,93100489 | 1,59408926 | 0,11091604 | 0,87298076
hsa-miR-539-3p |30,74270673| 1,45388919 |0,96153303| 1,5120533 | 0,1305203 |0,87298076
hsa-miR-6131 |3,319417524| 1,395227091 |0,93868424 |1,48636466|0,13718269 |0,87298076
hsa-miR-5698 4,02942842 | 1,387817383 |0,88523425|1,56774027|0,11694176 |0,87298076
hsa-miR-296-3p |5,901441664 | 1,384429121 |0,78658576 |1,76004855 | 0,07839958 | 0,79431149
hsa-miR-146a-3p | 8,369290048 | 1,365331226 |1,05108645 |1,29897138|0,19395375 |0,94188663
hsa-miR-758-3p | 12,2064167 | 1,217157722 |0,77050457 | 1,57968916 | 0,11417807 | 0,87298076
hsa-miR-4662a-5p | 7,731853407 | 1,198308064 |0,54872993 |2,18378476|0,02897807 |0,62162758
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hsa-miR-6513-3p
hsa-miR-410-5p
hsa-miR-381-5p
hsa-let-7d-3p
hsa-miR-485-3p
hsa-miR-3188
hsa-miR-4488
hsa-let-7f-2-3p
hsa-miR-432-5p
hsa-miR-3174
hsa-miR-4687-5p
hsa-miR-664a-3p
hsa-miR-656-3p
hsa-miR-454-5p
hsa-miR-323a-5p
hsa-miR-329-3p
hsa-miR-130a-5p
hsa-miR-326
hsa-miR-497-5p
hsa-let-7g-3p
hsa-miR-181a-3p
hsa-miR-664a-5p
hsa-miR-548a0-5p
hsa-miR-1304-3p
hsa-miR-4433a-3p
hsa-miR-4433b-5p
hsa-miR-191-3p
hsa-miR-625-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-5584-5p
hsa-miR-589-3p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-92a-1-5p
hsa-miR-29b-1-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-584-5p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-301b-3p
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-628-3p
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-197-3p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p

2,347331463
4,618003437
6,690275029
67,52258198
122,0658561
9,906891279
8,063834702
124,2704832
1498,467843
20,76764661
6,201552712
40,15641743
47,08430976
6,139137271
20,96967596
107,7578692
25,21539296
40,73646255
40,69045507
7,684505624
619,3913951
382,9118969
27,04754556
15,78482862
60,76732355
60,76732355
67,47755596
1915,855337
5323,957151
4783,013653
18,65158864
18,25158251
5328,80669
101495,2704
26,79704522
24,2876202
128593,5344
92,01164194
925917,4402
210,7136993
415,9725699
172,9045147
244,4792534
56,46045076
7054,124331
187,8167487
95,30940921
22906,53041
43529,52749
196,9742499
361200,6477
361045,1685

1,193116001
1,177441385
1,149480234
1,14104007
1,066128353
1,033598256
1,004821061
0,948157075
0,895286992
0,892451757
0,853099878
0,852065261
0,815875708
0,786656124
0,769273354
0,749710011
0,746559497
0,730909697
0,729928933
0,713168775
0,711094718
0,66311002
0,621410237
0,618174699
0,613977314
0,613977314
0,613587835
0,602269576
0,556324452
0,546911576
0,546092957
0,534806082
0,53397633
0,523528
0,514327637
0,513155521
0,509818104
0,496270976
0,49174004
0,487403498
0,460010557
0,4577666
0,434592687
0,434151212
0,423353099
0,40049373
0,373865023
0,371932641
0,365098746
0,359957868
0,315038289
0,31493068

0,91625491
0,76936324
0,83008685
0,66439945
0,64673221
0,66353111
0,70931596
0,62608295
0,62819587
0,37065619
0,56344417
0,42440596
0,59481407
0,5148973

0,49046598
0,58005698
0,4163007

0,41990749
0,38373856
0,5513164

0,37346315
0,24657781
0,40662808
0,38217856
0,33798495
0,33798495
0,45373993
0,29115242
0,30415238
0,29424869
0,39797261
0,38767862
0,37978047
0,20564741
0,38822691
0,33850561
0,19188065
0,27730489
0,3275984

0,3029282

0,35156897
0,3508614

0,28250062
0,31556831
0,28474862
0,30321206
0,23709582
0,26403199
0,18744701
0,26087645
0,24164888
0,24164263

1,30216601
1,53041024
1,38477104
1,71740069
1,648485
1,55772389
1,41660573
1,51442723
1,42517173
2,40776167
1,51408059
2,00766563
1,37164829
1,5277923
1,56845404
1,29247648
1,79331791
1,74064459
1,90215164
1,29357438
1,90405593
2,68925267
1,52820296
1,6175023
1,81658183
1,81658183
1,35228969
2,06857143
1,82909783
1,85867122
1,37218728
1,37950884
1,40601313
2,54575532
1,32481192
1,5159439
2,65695426
1,78962216
1,50104531
1,6089737
1,3084504
1,30469352
1,53837782
1,37577568
1,48676085
1,32083709
1,57685205
1,40866508
1,94774377
1,37980206
1,30370265
1,30329104
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0,19285964
0,12591522
0,16612249
0,08590599
0,09925319
0,11929872
0,15659823
0,12991752
0,15410757
0,01605066
0,1300054
0,04467884
0,17017295
0,12656411
0,11677521
0,19619218
0,0729221
0,0817459
0,05715133
0,19581248
0,0569029
0,00716122
0,12646215
0,1057699
0,06928117
0,06928117
0,17628266
0,03858632
0,06738495
0,06307376
0,17000514
0,16773792
0,15972023
0,01090416
0,18523354
0,12953354
0,00788501
0,07351467
0,13334384
0,10762209
0,19072059
0,19199723
0,12395626
0,16889109
0,13707799
0,18655569
0,11482957
0,15893423
0,05144563
0,1676476
0,19233499
0,19247542

0,94188663
0,87298076
0,94188663
0,80346288
0,87298076
0,87298076
0,93170132
0,87298076
0,92705332
0,62162758
0,87298076
0,71081783
0,94188663
0,87298076
0,87298076
0,94188663
0,78885296
0,80346288
0,75873322
0,94188663
0,75873322
0,61860647
0,87298076
0,87298076
0,78885296
0,78885296
0,94188663
0,67198446
0,78885296
0,78885296
0,94188663
0,94188663
0,93170132
0,61860647
0,94188663
0,87298076
0,61860647
0,78885296
0,87298076
0,87298076
0,94188663
0,94188663
0,87298076
0,94188663
0,87298076
0,94188663
0,87298076
0,93170132
0,72023882
0,94188663
0,94188663
0,94188663
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hsa-miR-23c 81,41841521| 0,291785968
hsa-miR-23a-3p |25690,52334| 0,232554173
hsa-miR-222-3p 2854,6921 0,230553903

Para la obtencién de una lista

seleccion: valor p<0,2 y FC>0.

ANEXO

Tabla suplementaria 5: Lista de miRNAs obtenidos a partir de microarreglos de expresion

comparando CaP vs VS con nuevos criterios de seleccion.

0,2008646 |1,45265003 |0,14632095 | 0,90133703
0,14708131|1,58112662 | 0,11384909 | 0,87298076
0,14387462 | 1,60246408 | 0,10905303 | 0,87298076
de miRNAs se utilizaron los siguientes criterios de

ID Transcript ID(Array Design) | PCA Avg (log2) | NO PCA Avg (log2) | Fold Change | P-val |FDR P-val
20519463 hsa-miR-4668-5p 5,94 2,88 8,33 0,0012 | 0,3242
20517821 hsa-miR-3613-3p 4,75 1,94 7,01 0,0072 | 0,5221
20504316 hsa-miR-548a-3p 5,05 3,72 2,51 0,0306 | 0,7693
20525461 hsa-miR-6750-5p 3,97 2,64 2,5 0,0519 0,779
20512261 hsa-miR-2277-5p 3,7 2,39 2,49 0,0034 | 0,4414
20536308 hsa-mir-320e 7,44 6,29 2,21 0,002 0,3745
20515640 hsa-miR-548x-3p 2,13 1,16 1,96 0,0056 | 0,5221
20518852 hsa-miR-4467 4,18 3,3 1,85 0,188 0,8493
20519427 hsa-miR-4647 2,15 1,28 1,83 0,1617 | 0,8349
20518933 hsa-miR-4532 9,92 9,06 1,82 0,0081 | 0,5291
20534392 hsa-mir-101-1 1,51 0,74 1,7 0,0068 0,5221
20525386 hsa-miR-6511b-5p 3,53 2,77 1,69 0,0957 | 0,8045
20500185 hsa-miR-101-5p 3,6 2,84 1,69 0,0627 0,779
20534393 hsa-mir-101-1 1,48 0,77 1,64 0,0231 0,7142
20534637 hsa-mir-320a 6,58 5,88 1,62 0,0096 | 0,5514
20525747 hsa-miR-6893-5p 1,79 1,11 1,61 0,0352 0,779
20535333 hsa-mir-550a-1 4,78 4,14 1,55 0,0734 0,779
20535334 hsa-mir-550a-2 4,78 4,14 1,55 0,0734 0,779
20535436 hsa-mir-550a-3 4,78 4,14 1,55 0,0734 0,779
20536563 hsa-mir-3659 1,45 0,84 1,53 0,0068 | 0,5221
20519584 hsa-miR-4737 1,3 0,72 1,5 0,0124 | 0,5886
20506813 hsa-miR-1285-3p 1,49 0,91 1,5 0,0056 | 0,5221
20506857 hsa-miR-1263 2,25 1,67 1,49 5,99E-05| 0,1494
20535205 hsa-mir-501 1,18 0,64 1,46 0,098 0,8045
20529143 hsa-miR-7851-3p 1,24 0,7 1,45 0,0417 0,779
20536626 hsa-mir-3923 1,33 0,79 1,45 0,1363 | 0,8073
20506782 hsa-miR-1233-3p 1,3 0,78 1,44 0,0012 | 0,3242
20526868 hsa-miR-7154-5p 1,7 1,18 1,44 0,0092 | 0,5514
20535940 hsa-mir-320d-2 3,47 2,95 1,43 0,0108 | 0,5804
20537592 hsa-mir-6847 1,34 0,83 1,42 0,0598 0,779
20538314 hsa-mir-3133 1,35 0,86 1,41 0,0679 0,779
20537464 hsa-mir-6722 4,72 4,23 1,4 0,0321 0,779
20520573 hsa-miR-5193 1,36 0,88 1,4 0,0479 0,779
20525534 hsa-miR-6786-3p 1,34 0,86 1,4 0,0402 0,779
20518848 hsa-miR-548aj-3p 1,75 1,27 1,39 0,186 0,8493
20529793 hsa-miR-8083 1,14 0,66 1,39 0,0229 | 0,7142
20525641 hsa-miR-6839-5p 1,1 0,63 1,38 0,0133 | 0,5893
20519552 hsa-miR-4720-5p 1,79 1,32 1,38 0,0647 0,779
20500745 hsa-miR-140-5p 1,18 0,72 1,37 0,0123 | 0,5886
20501240 hsa-miR-377-5p 1,11 0,67 1,36 0,0429 0,779
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20536914
20536616
20536615
20501205
20503882
20536744
20536745
20537030
20536703
20523010
20536879
20519560
20535260
20536725
20525574
20526187
20525648
20503876
20525000
20504218
20505791
20525740
20537558
20505806
20534399
20537522
20534398
20500163
20537044
20500748
20507093
20535689
20519617
20529142
20500190
20536511
20537086
20536812
20525417
20519574
20519705
20525426
20536205
20537259
20500794
20534361
20519519
20506871
20518724
20505794
20525687
20501297

hsa-mir-4684
hsa-mir-3914-2
hsa-mir-3914-2
hsa-miR-363-5p
hsa-miR-503-5p
hsa-mir-3689d-1
hsa-mir-3689d-2
hsa-mir-4777
hsa-mir-548ag-1
hsa-miR-6078
hsa-mir-4658
hsa-miR-4723-3p
hsa-mir-487b
hsa-mir-548aj-1
hsa-miR-6806-3p
hsa-miR-7114-3p
hsa-miR-6842-3p
hsa-miR-500a-3p
hsa-miR-6500-3p
hsa-miR-487b-3p
hsa-miR-877-5p
hsa-miR-6889-3p
hsa-mir-6814
hsa-miR-208b-3p
hsa-mir-103a-2
hsa-mir-6779
hsa-mir-103a-2
hsa-miR-30a-3p
hsa-mir-4788
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-1321
hsa-mir-938
hsa-miR-4754
hsa-miR-7850-5p
hsa-miR-103a-2-5p
hsa-mir-4291
hsa-mir-5094
hsa-mir-4532
hsa-miR-6727-3p
hsa-miR-4731-5p
hsa-miR-4802-3p
hsa-miR-6732-5p
hsa-mir-548s
hsa-mir-6086
hsa-miR-190a-3p
hsa-mir-21
hsa-miR-4703-5p
hsa-miR-548h-3p
hsa-miR-548z
hsa-miR-887-3p
hsa-miR-6862-3p
hsa-miR-338-3p

1,15
1,18
1,18
1,01
1,41
1,18
1,18
1,18
1,18
1,02
1,35
1,41
1,08
1,07
5,07
1,51
1,15
1,05
1,18

2,54
1,34
1,34
0,82
1,07
1,27
1,03
1,13
1,13
1,11
1,11
1,12
1,25
1,28
1,3
1,27

1,15
1,47
1,13
1,12
8,01
1,21
1,17
1,15
1,01
1,13
1,33
1,33

1,43
1,07

0,71
0,73
0,74
0,58
0,98
0,75
0,75
0,75
0,76
0,6
0,93
0,99
0,66
0,66
4,66
1,1
0,75
0,65
0,78
0,61
2,14
0,94
0,94
0,43
0,68
0,88
0,64
0,75
0,75
0,73
0,74
0,75
0,88
0,92
0,93
0,91
0,63
0,79
1,11
0,77
0,76
7,65
0,85
0,82
0,79
0,66
0,78
0,98
0,98
0,65
1,08
0,72

1,36
1,36
1,36
1,36
1,35
1,35
1,35
1,34
1,34
1,34
1,34
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,3

1,3

1,3

1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,27
1,27
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0,0179
0,0063
0,0043
0,0009
0,1811
0,0086
0,0086
0,0012
0,0498
0,0669
0,011

0,0322
0,0023
0,0268
0,1568
0,1253
0,0424
0,0041
0,0097
0,016

0,1368
0,0462
0,0538
0,1584
0,0383
0,0461
0,069

0,0438
0,0081
0,0538
0,1207
0,0282
0,0081
0,0024
0,0057
0,0069
0,108

0,0857
0,0059
0,0434
0,0539
0,0137
0,0695
0,0254
0,0492
0,0058
0,0543
0,0236
0,0236
0,0644
0,1699
0,063
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0,6778
0,5221
0,4997
0,3242
0,8493
0,5479
0,5479
0,3242
0,779
0,779
0,5812
0,779
0,3745
0,7383
0,8275
0,8073
0,779
0,4941
0,5514
0,6455
0,8073
0,779
0,779
0,8312
0,779
0,779
0,779
0,779
0,5291
0,779
0,8045
0,7506
0,5291
0,3745
0,5221
0,5221
0,8045
0,7896
0,5221
0,779
0,779
0,5995
0,779
0,7291
0,779
0,5221
0,779
0,7142
0,7142
0,779
0,8399
0,779




20525434
20537033
20536433
20525682
20535412
20504385
20536473
20537523
20503897
20536446
20536226
20536729
20537997
20537458
20535082
20536910
20537272
20536663
20518926
20519509
20521803
20526865
20506022
20535355
20518795
20522025
20500713
20536878
20515621
20519692
20518917
20519557
20536664
20525022
20501275
20535176
20535799
20536039
20519662
20537999
20537537
20537429
20537457
20500112
20535069
20510800
20501155
20506711
20518862
20500455
20501298
20536796

hsa-miR-6736-5p
hsa-mir-4780
hsa-mir-4295
hsa-miR-6769b-3p
hsa-mir-654
hsa-miR-632
hsa-mir-4254
hsa-mir-6780a
hsa-miR-510-5p
hsa-mir-4305
hsa-mir-3137
hsa-mir-4469
hsa-mir-7854
hsa-mir-6717
hsa-mir-423
hsa-mir-4680
hsa-mir-6131
hsa-mir-548ab
hsa-miR-4526
hsa-miR-4696
hsa-miR-548aqg-3p
hsa-miR-7152-3p
hsa-miR-297
hsa-mir-608
hsa-miR-548ac
hsa-miR-5691
hsa-let-7g-5p
hsa-mir-4657
hsa-miR-3186-3p
hsa-miR-4795-3p
hsa-miR-4520a-5p
hsa-miR-4520b-5p
hsa-mir-548ab
hsa-miR-6510-3p
hsa-miR-330-5p
hsa-mir-520c
hsa-mir-1231
hsa-mir-2681
hsa-miR-4780
hsa-mir-7856
hsa-mir-6794
hsa-mir-548ay
hsa-mir-6716
hsa-let-7a-5p
hsa-mir-384
hsa-miR-1973
hsa-miR-194-3p
hsa-miR-1180-5p
hsa-miR-4476
hsa-miR-187-3p
hsa-miR-339-5p
hsa-mir-4518

1,5
1,1

1,17
1,24
1,32
1,11

1,05
1,04

1,2
1,17
1,34
1,12

1,1
0,95
1,02

1,2
1,05
1,12
1,22
0,93
6,38
1,15
2,55
0,99
1,18
1,35
1,05
1,05

1,15
0,97
1,03
0,94
0,98
1,03
1,06
0,85
1,12

1,09
0,92
1,12
0,91
1,32
1,58
0,91
1,03
1,02
1,19

1,15
0,76
0,82
0,9
0,98
0,77
0,66
0,71
0,71
0,66
0,86
0,84
1,01
0,8
0,77
0,63
0,7
0,88
0,74
0,8
0,9
0,61
6,06
0,84
2,23
0,67
0,86
1,03
0,73
0,74
0,69
0,69
0,84
0,66
0,73
0,64
0,67
0,73
0,76
0,55
0,81
0,69
0,79
0,62
0,81
0,61
1,02
1,29
0,62
0,73
0,73
0,9

1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,22
1,22
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0,0807
0,0419
0,154

0,0208
0,0064
0,0696
0,1027
0,0742
0,0062
0,144

0,0207
0,0799
0,1771
0,042

0,0115
0,0027
0,0114
0,1163
0,0709
0,0818
0,0347
0,0062
0,0559
0,042

0,0469
0,0379
0,0457
0,1508
0,0265
0,0261
0,0133
0,0133
0,0142
0,1032
0,0204
0,048

0,1386
0,1628
0,0284
0,0666
0,1179
0,0057
0,0701
0,1223
0,0685
0,1028
0,0409
0,0112
0,0239
0,0091
0,0531
0,1339

184

0,7895
0,779
0,8275
0,6989
0,5221
0,779
0,8045
0,779
0,5221
0,8163
0,6989
0,7895
0,8456
0,779
0,5812
0,4024
0,5812
0,8045
0,779
0,7895
0,779
0,5221
0,779
0,779
0,779
0,779
0,779
0,8268
0,7383
0,7363
0,5893
0,5893
0,6138
0,8045
0,6942
0,779
0,8075
0,8364
0,7506
0,779
0,8045
0,5221
0,779
0,8045
0,779
0,8045
0,779
0,5812
0,7163
0,5514
0,779
0,8073




20517755
20536759
20525437
20537065
20525428
20537243
20519641
20537496
20504578
20503817
20536849
20518936
20500776
20536247
20515600
20520352
20519528
20536767
20500731
20517950
20515605
20525579
20535835
20535912
20534402
20534403
20537430
20500425
20519569
20536743
20519424
20534860
20535159
20535163
20504276
20536690
20529764
20501201
20504343
20529784
20534814
20536584
20535896
20535756
20504333
20525419
20519652
20536276
20537993
20501245
20501294
20517902

hsa-miR-500b-3p
hsa-mir-4487
hsa-miR-6737-3p
hsa-mir-5001
hsa-miR-6733-5p
hsa-mir-6070
hsa-miR-4766-3p
hsa-mir-6753
hsa-miR-449c-3p
hsa-miR-515-5p
hsa-mir-3977
hsa-miR-378i
hsa-miR-136-3p
hsa-mir-3152
hsa-miR-323b-5p
hsa-miR-5096
hsa-miR-4708-3p
hsa-mir-4493

hsa-miR-125b-1-3p

hsa-miR-3688-3p
hsa-miR-3177-5p
hsa-miR-6809-5p
hsa-mir-1297
hsa-mir-1283-2
hsa-mir-105-1
hsa-mir-105-2
hsa-mir-6500
hsa-miR-30d-3p
hsa-miR-4727-3p
hsa-mir-548x-2
hsa-miR-4645-3p
hsa-mir-382
hsa-mir-515-1
hsa-mir-515-2
hsa-miR-556-5p
hsa-mir-548ae-2
hsa-miR-8054
hsa-miR-362-5p
hsa-miR-603
hsa-miR-8074
hsa-mir-200a
hsa-mir-3681
hsa-mir-1276
hsa-mir-1178
hsa-miR-596
hsa-miR-6728-3p
hsa-miR-4774-5p
hsa-mir-3168
hsa-mir-7850
hsa-miR-379-3p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-3651

1,07
1,04
1,43
1,31
1,03
1,2
0,92
1,24
0,83

1,05
0,93
1,03
1,05
1,33
0,98
1,09
0,9
1,08
1,01
0,98
1,05

1,17
1,17
1,02
0,94
1,28
1,01
0,94
1,06
1,16
1,16
0,83

0,88
0,93
1,12
1,08
1,06
1,03
1,05
0,98
1,03

0,91
0,82
1,34
11
1,16
0,92

0,78
0,75
1,14
1,03
0,75
0,91
0,63
0,95
0,55
0,71
0,72
0,77
0,65
0,75
0,77
1,05
0,7
0,81
0,62
0,8
0,73
0,71
0,77
0,72
0,9
0,9
0,74
0,67
1,01
0,73
0,67
0,79
0,89
0,89
0,56
0,73
0,61
0,66
0,86
0,81
0,8
0,77
0,79
0,72
0,77
0,74
0,66
0,56
1,08
0,84
0,9
0,66

1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,19
1,19
1,19
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0,0391
0,1087
0,0217
0,0521
0,1458
0,0513
0,0645
0,0235
0,0408
0,0073
0,1112
0,0703
0,0212
0,0889
0,156
0,0924
0,1134
0,0434
0,0554
0,1957
0,0516
0,0114
0,1209
0,06
0,0065
0,0065
0,0367
0,0838
0,1266
0,0232
0,0435
0,0954
0,0666
0,0666
0,0064
0,0372
0,0301
0,0484
0,0335
0,0811
0,0586
0,022
0,0926
0,0356
0,0413
0,0902
0,0077
0,0597
0,0591
0,07
0,0201
0,1054

185

0,779
0,8045
0,6989

0,779
0,8175

0,779

0,779
0,7142

0,779
0,5221
0,8045

0,779
0,6989
0,7913
0,8275
0,8003
0,8045

0,779

0,779
0,8547

0,779
0,5812
0,8045

0,779
0,5221
0,5221

0,779
0,7896
0,8073
0,7142

0,779
0,8045

0,779

0,779
0,5221

0,779
0,7652

0,779

0,779
0,7895

0,779
0,7003
0,8003

0,779

0,779
0,7959
0,5221

0,779

0,779

0,779
0,6942
0,8045




20506878
20517933
20535668
20537568
20509231
20518921
20506855
20520328
20503098
20517928
20518429
20506820
20518803
20501173
20525538
20525678
20535666
20515598
20535367
20518796
20536906
20537043
20503894
20503095
20536605
20536225
20525696
20525631
20535328
20537034
20537140
20515581
20536929
20506883
20535845
20515597
20515541
20536820
20500453
20536324
20515527
20500174
20503815
20536658
20504554
20536316
20537640
20536683
20520218
20520213
20504566
20505793

hsa-miR-548p
hsa-miR-3677-3p
hsa-mir-877
hsa-mir-6824
hsa-miR-1911-3p
hsa-miR-4522
hsa-miR-1261
hsa-miR-5089-3p
hsa-miR-376b-5p
hsa-miR-3673
hsa-miR-3908
hsa-miR-548k
hsa-miR-548ad
hsa-miR-299-3p
hsa-miR-6788-3p
hsa-miR-6858-3p
hsa-mir-744
hsa-miR-3173-3p
hsa-mir-619
hsa-miR-4424
hsa-mir-4679-1
hsa-mir-4787
hsa-miR-508-3p
hsa-miR-412-3p
hsa-mir-3909
hsa-mir-544b
hsa-miR-6867-3p
hsa-miR-6835-5p
hsa-mir-587
hsa-mir-4436b-1
hsa-mir-4436b-2
hsa-miR-3159
hsa-mir-4698
hsa-miR-1282
hsa-mir-1302-8
hsa-miR-3173-5p
hsa-miR-3136-3p
hsa-mir-548an
hsa-miR-183-3p
hsa-mir-3199-2
hsa-miR-3127-3p
hsa-miR-93-3p
hsa-miR-498
hsa-mir-548aa-1
hsa-miR-668-5p
hsa-mir-548x
hsa-mir-6894
hsa-mir-4432
hsa-miR-5010-5p
hsa-miR-548ap-3p
hsa-miR-1468-5p
hsa-miR-887-5p

1,02

1,09
1,02
1,02
0,98
1,03
0,96
0,87
1,05
1,05
0,99
0,84
0,99
1,09
1,21
0,99
1,05
1,29
1,02
0,94
1,25
0,94
0,93
0,91
1,03
1,03
1,22
0,91
1,02
1,02
0,97
1,13
0,93
0,86
1,07
0,95
0,96
0,96
1,06
0,82
1,13
1,34
0,99
2,3
1,11

1,23
1,05

1,2
0,99
0,95

0,77
0,75
0,84
0,77
0,76
0,73
0,78
0,71
0,62
0,8
0,8
0,74
0,6
0,74
0,84
0,97
0,75
0,81
1,04
0,77
0,7

0,7
0,69
0,67
0,79
0,79
0,98
0,67
0,78
0,78
0,73
0,89

0,7
0,62
0,83
0,71
0,73
0,72
0,82
0,59

0,9

1,1
0,76
2,07
0,88
0,77

0,82
0,97
0,76
0,73

1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
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0,0015
0,0328
0,0627
0,0434
0,0712
0,1441
0,0883
0,1201
0,0051
0,0382
0,0169
0,0326
0,0769
0,1286
0,1403
0,0687
0,0571
0,0015
0,0678
0,1504
0,0398
0,0736
0,1727
0,1148
0,1908
0,1287
0,1031
0,1085
0,1028
0,0251
0,0251
0,0428
0,1623
0,0073
0,0389
0,0783
0,1659
0,1197
0,1656
0,0691
0,0776
0,1126
0,1555
0,0528
0,191

0,0127
0,1396
0,067

0,1588
0,195

0,1536
0,0734

186

0,3473
0,779
0,779
0,779
0,779

0,8163

0,7896

0,8045

0,5221
0,779

0,6662
0,779

0,7865

0,8073

0,8094
0,779
0,779

0,3473
0,779

0,8268
0,779
0,779

0,8403

0,8045

0,8542

0,8073

0,8045

0,8045

0,8045

0,7264

0,7264
0,779

0,8356

0,5221
0,779

0,7886

0,8375

0,8045

0,8375
0,779

0,7886

0,8045

0,8275
0,779

0,8543

0,5886

0,8082
0,779

0,8312

0,8547

0,8275
0,779




20536573
20536732
20536285
20535834
20507092
20522043
20501230
20517756
20519579
20536189
20537579
20535327
20522991
20535135
20507946
20535102
20525477
20535906
20525008
20536954
20535261
20535197
20535101
20535641
20517672
20524996
20518720
20536590
20521823
20535136
20501158
20519667
20536753
20515625
20519501
20502122
20525726
20502236
20537428
20535903
20500716
20501295
20536261
20537601
20519426
20517741
20520217
20517926
20517707
20535806
20503791
20536583

hsa-mir-3669
hsa-mir-4472-1
hsa-mir-3174
hsa-mir-1295a
hsa-miR-513c-3p
hsa-miR-5706
hsa-miR-371a-3p
hsa-miR-4328
hsa-miR-4733-3p
hsa-mir-3116-2
hsa-mir-6835
hsa-mir-586
hsa-miR-1199-3p
hsa-mir-486
hsa-miR-103b
hsa-mir-450a-1
hsa-miR-6758-5p
hsa-mir-548i-4
hsa-miR-6503-3p
hsa-mir-4720
hsa-mir-487b
hsa-mir-519a-1
hsa-mir-450a-1
hsa-mir-890
hsa-miR-4295
hsa-miR-6499-3p
hsa-miR-642b-5p
hsa-mir-3687
hsa-miR-5584-3p
hsa-mir-486
hsa-miR-106b-3p
hsa-miR-4782-5p
hsa-mir-4481
hsa-miR-3189-5p
hsa-miR-4691-3p
hsa-miR-422a
hsa-miR-6882-3p
hsa-miR-18b-3p
hsa-mir-6499
hsa-mir-548i-2
hsa-let-7i-3p
hsa-miR-324-3p
hsa-mir-3159
hsa-mir-6856
hsa-miR-4646-3p
hsa-miR-4282
hsa-miR-5009-3p
hsa-miR-3671
hsa-miR-4258
hsa-mir-1202
hsa-miR-511-5p
hsa-mir-3680-1

1,02
0,96
0,85
0,98
0,97
0,88
1,14
0,91

0,98
0,91
0,85
0,9
1,02
0,97
1,11
1,15
1,01
0,88
1,02
0,92
0,92
1,1
1,03
0,86
0,91
0,99
1,1
1,14
1,06
0,88
0,85
0,89
1,22
1,12
0,98
0,87
0,94
1,1
1,07
0,88
1,55
0,98
1,02
0,94
0,97
1,03
0,9
1,59
0,89
0,72
0,84

0,79
0,74
0,62
0,76
0,75
0,66
0,92
0,69
0,78
0,76
0,7
0,64
0,68
0,81
0,76
0,9
0,94
0,8
0,67
0,81
0,71
0,71
0,89
0,82
0,66
0,7
0,78
0,89
0,94
0,86
0,67
0,65
0,69
1,01
0,92
0,78
0,66
0,74
0,9
0,88
0,68
1,35
0,78
0,82
0,75
0,77
0,84
0,71
1,39
0,7
0,53
0,65

1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
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0,1505
0,161
0,1189
0,0217
0,1557
0,1708
0,0216
0,0368
0,0218
0,0732
0,1318
0,0509
0,0362
0,112
0,0583
0,0673
0,1322
0,0526
0,1942
0,1973
0,0118
0,1119
0,061
0,0554
0,0267
0,0018
0,1343
0,0776
0,1206
0,0095
0,04
0,063
0,1865
0,1612
0,033
0,0714
0,1011
0,0011
0,1662
0,0166
0,0924
0,1277
0,0455
0,1059
0,1209
0,1174
0,0997
0,1312
0,0139
0,0274
0,0641
0,1696

187

0,8268
0,8349
0,8045
0,6989
0,8275
0,8399
0,6989
0,779

0,6989
0,779

0,8073
0,779

0,779

0,8045
0,779

0,779

0,8073
0,779

0,8547
0,8547
0,5876
0,8045
0,779

0,779

0,7383
0,3576
0,8073
0,7886
0,8045
0,5514
0,779

0,779

0,8493
0,8349
0,779

0,779

0,8045
0,3242
0,8375
0,6642
0,8003
0,8073
0,779

0,8045
0,8045
0,8045
0,8045
0,8073
0,6068
0,7439
0,779

0,8399




20537143
20536730
20500132
20537980
20504270
20504576
20506890
20534843
20536975
20518822
20500141
20535189
20506013
20537870
20525556
20535675
20503811
20525620
20522031
20525438
20535420
20536741
20537852
20538091
20505796
20502437
20518947
20517737
20502126
20506854
20504216
20504421
20521814
20500730
20534848
20536485
20519653
20504325
20537068
20536635
20518873
20519639
20502360
20500116
20536779
20537150
20535640
20506861
20535440
20535354
20520208
20518451

hsa-mir-3680-2
hsa-mir-4470
hsa-miR-18a-5p
hsa-mir-7705
hsa-miR-552-3p
hsa-miR-1185-2-3p
hsa-miR-1252-3p
hsa-mir-302d
hsa-mir-3064
hsa-miR-4446-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-mir-518a-1
hsa-miR-942-5p
hsa-mir-7154
hsa-miR-6797-3p
hsa-mir-301b
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-6829-3p
hsa-miR-5696
hsa-miR-6738-5p
hsa-mir-421
hsa-mir-4478
hsa-mir-7112-1
hsa-mir-7112-2
hsa-miR-873-5p
hsa-miR-431-5p
hsa-miR-4540
hsa-miR-4277
hsa-miR-424-3p
hsa-miR-548g-3p
hsa-miR-376a-2-5p
hsa-miR-654-3p
hsa-miR-5581-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-mir-371a
hsa-mir-4268
hsa-miR-4774-3p
hsa-miR-550a-3p
hsa-mir-5004
hsa-mir-676
hsa-miR-4480
hsa-miR-4765
hsa-miR-429
hsa-let-7b-3p
hsa-mir-4504
hsa-mir-5579
hsa-mir-874
hsa-miR-5480-3p
hsa-mir-320b-1
hsa-mir-607
hsa-miR-5006-5p
hsa-miR-3925-5p

0,84
1,06
0,96
0,85
0,9

0,92
0,9

0,89
0,88
1,02
0,8

0,93
0,9

0,91
1,17
0,93
1,02
1,04
0,83
0,98
0,9

0,93
0,88
0,88
0,85
0,83
0,81
0,73
0,97
0,93
0,81
0,82
0,87
0,86
0,91
0,93
0,94
0,92
0,89
0,87
0,8

0,96
0,97
1,03
0,93
0,89
1,23
0,69
1,03
0,97
1,31
1,04

0,65
0,87
0,77
0,66
0,71
0,73
0,71
0,7
0,69
0,83
0,61
0,74
0,71
0,73
0,98
0,75
0,83
0,85
0,65
0,8
0,72
0,75
0,7
0,7
0,67
0,65
0,64
0,55
0,8
0,76
0,63
0,64
0,7
0,69
0,73
0,76
0,77
0,75
0,72
0,7
0,63
0,79
0,8
0,86
0,77
0,73
1,06
0,53
0,86
0,81
1,15
0,88

1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12

ANEXO

0,1696
0,137
0,186

0,0618

0,1654

0,0744

0,0927

0,1568

0,1422

0,0642
0,071

0,0856

0,1696

0,0196

0,0837

0,0877
0,065

0,1801

0,0775

0,0058

0,1004

0,0967

0,1987

0,1987

0,0383

0,1811

0,1977

0,1283

0,0928

0,0674

0,0826

0,1529

0,1542

0,0218

0,1643

0,0979

0,1085

0,0595

0,0868

0,0099

0,0507

0,0074

0,0183

0,1484

0,1022

0,1097

0,1778

0,0113

0,1199

0,0824
0,072

0,0969

188

0,8399
0,8073
0,8493
0,779
0,8375
0,779
0,8003
0,8275
0,8127
0,779
0,779
0,7896
0,8399
0,6942
0,7896
0,7896
0,779
0,8493
0,7886
0,5221
0,8045
0,8045
0,8547
0,8547
0,779
0,8493
0,8547
0,8073
0,8003
0,779
0,7896
0,8275
0,8275
0,6989
0,8375
0,8045
0,8045
0,779
0,7896
0,5539
0,779
0,5221
0,6778
0,8253
0,8045
0,8045
0,8456
0,5812
0,8045
0,7896
0,779
0,8045




20535443
20504352
20535927
20519428
20537060
20536873
20525650
20535907
20500168
20525643
20520565
20520330
20500143
20536804
20505749
20519605
20517692
20525433
20525725
20521841
20536764
20500758
20536936
20535939
20503867
20536445
20502440
20525590
20537130
20535109
20525689
20500789
20500769
20525672
20501311
20500170
20535215
20525691
20536863
20500722
20537479
20506005
20524051
20515511
20525588
20536281
20536631
20517917
20519647
20535296
20519559
20517832

hsa-mir-1296
hsa-miR-611
hsa-mir-1197
hsa-miR-4648
hsa-mir-4802
hsa-mir-4652
hsa-miR-6844
hsa-mir-548i-4
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-6840-5p
hsa-miR-5187-5p
hsa-miR-5091
hsa-miR-22-5p
hsa-mir-4524a
hsa-miR-888-5p
hsa-miR-4747-3p
hsa-miR-4312
hsa-miR-6735-3p
hsa-miR-6882-5p
hsa-miR-5591-3p
hsa-mir-4490
hsa-miR-152-3p
hsa-mir-4705
hsa-mir-320c-2
hsa-miR-522-3p
hsa-mir-4303
hsa-miR-433-5p
hsa-miR-6814-3p
hsa-mir-5188
hsa-mir-433
hsa-miR-6864-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-6855-3p
hsa-miR-325
hsa-miR-92a-1-5p
hsa-mir-506
hsa-miR-6865-5p
hsa-mir-4643
hsa-miR-27b-5p
hsa-mir-6735
hsa-miR-936
hsa-miR-6130
hsa-miR-3117-3p
hsa-miR-6813-3p
hsa-mir-1193
hsa-mir-3925
hsa-miR-3664-5p
hsa-miR-4770
hsa-mir-555
hsa-miR-4723-5p
hsa-miR-23c

0,87
0,93
0,87
1,08
0,84
0,84
0,79
1,01
0,94
1,17

0,82
0,89
0,9
1,03

0,91
1,16
0,81
1,03
1,21
0,82
0,95
1,04
0,93
0,92
0,92
0,87
0,91
0,95

0,84
0,73
0,94

0,96
1,52
0,86
1,18
1,01
0,99
0,96
1,08
1,3
0,89
0,8
0,75
0,81
0,89
0,97
0,97

0,71
0,77
0,71
0,92
0,68
0,68
0,63
0,85
0,79
1,02
0,85
0,66
0,73
0,75
0,87
0,84
0,76

0,65
0,87
1,06
0,67
0,8
0,88
0,78
0,77
0,77
0,72
0,76
0,81
0,85
0,69
0,58
0,8
0,86
0,86
0,82
1,38
0,72
1,04
0,87
0,85
0,82
0,94
1,17
0,75
0,66
0,62
0,68
0,76
0,83
0,84

1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,11
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
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0,1603
0,1001
0,1197
0,0829
0,1558
0,0984
0,0993
0,1052
0,107

0,1978
0,1564
0,1662
0,0884
0,0284
0,1487
0,1881
0,1077
0,0464
0,1187
0,1075
0,0901
0,0969
0,0422
0,0938
0,1271
0,1917
0,1991
0,1386
0,0125
0,1504
0,1836
0,0735
0,1553
0,1944
0,1716
0,1953
0,1884

0,2

0,036

0,1795
0,1893
0,1941
0,1866
0,1971
0,0201
0,0761
0,1842
0,189

0,1073
0,0265
0,1962
0,0632

189

0,8349
0,8045
0,8045
0,7896
0,8275
0,8045
0,8045
0,8045
0,8045
0,8547
0,8275
0,8375
0,7896
0,7506
0,8253
0,8493
0,8045
0,779
0,8045
0,8045
0,7959
0,8045
0,779
0,8003
0,8073
0,8543
0,8547
0,8075
0,5886
0,8268
0,8493
0,779
0,8275
0,8547
0,8403
0,8547
0,8493
0,8547
0,779
0,8493
0,8499
0,8547
0,8493
0,8547
0,6942
0,7833
0,8493
0,8493
0,8045
0,7383
0,8547
0,779




20518797
20519606
20536320
20535922
20535322
20536771
20534618
20519445
20500442
20519578
20536710
20500154
20521811
20518459
20529787
20535167
20505800
20535199
20535200
20519676
20503809
20537506
20536892
20500472
20519534
20535938
20500169
20525445
20517688
20534376
20535873
20535373
20535315
20535854
20503807
20536909
20534538
20535855
20502438
20535574
20519538
20537494
20525005
20525466
20518838
20526884
20500117
20537221
20519686
20518823
20500468
20501771

hsa-miR-4425
hsa-miR-4748
hsa-mir-3199-1
hsa-mir-513b
hsa-mir-582
hsa-mir-4497
hsa-mir-127
hsa-miR-4659a-3p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-4733-5p
hsa-mir-4453
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-664b-3p
hsa-miR-3928-3p
hsa-miR-8077
hsa-mir-519b
hsa-miR-374b-3p
hsa-mir-516a-1
hsa-mir-516a-2
hsa-miR-2467-3p
hsa-miR-497-5p
hsa-mir-6763
hsa-mir-4667
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-4711-5p
hsa-mir-320c-2
hsa-miR-33a-3p
hsa-miR-6741-3p
hsa-miR-4307
hsa-mir-29a
hsa-mir-1260a
hsa-mir-625
hsa-mir-575
hsa-mir-548f-4
hsa-miR-193b-5p
hsa-mir-4679-2
hsa-mir-221
hsa-mir-548f-4
hsa-miR-431-3p
hsa-mir-765
hsa-miR-4713-5p
hsa-mir-6751
hsa-miR-6502-5p
hsa-miR-6752-3p
hsa-miR-4458
hsa-miR-7162-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-mir-5699
hsa-miR-4791
hsa-miR-4446-3p
hsa-miR-212-5p
hsa-miR-196b-5p

0,76
0,91
0,86
0,99
0,99
0,95
0,92
0,85
0,78
1,12
1,54
0,82
1,11
0,77
0,88
0,82
0,8
0,87
0,87
0,94
0,65
0,97
1,01
0,75
0,86

0,9
1,01
0,77
0,89
1,09
0,94
0,85
0,99

0,8
0,82
0,85
0,86

0,7

0,9
1,02
1,01

0,8
1,17
0,85

0,6
0,92
1,02
0,84
1,17
1,26
0,94

0,63
0,78
0,72
0,86
0,86
0,82
0,79
0,72
0,65
0,99
1,41
0,7
0,98
0,64
0,75
0,69
0,68
0,75
0,75
0,82
0,53
0,85
0,89
0,63
0,73
0,88
0,78
0,9
0,66
0,77
0,97
0,83
0,73
0,87
0,69
0,7
0,74
0,75
0,59
0,79
0,91
0,9
0,69
1,06
0,75
0,49
0,82
0,92
0,74
1,07
1,16
0,84

1,1
1,1
1,1
1,1
1,1

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,09

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,08

1,07

1,07

1,07

1,07
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0,0066
0,0682
0,1818
0,0817
0,0809
0,0482
0,1393
0,1876
0,1443
0,0247
0,1327
0,1838
0,0799
0,1464
0,031

0,1173
0,1691
0,1274
0,1274
0,1951
0,0114
0,0729
0,1493
0,0615
0,0686
0,1994
0,1092
0,052

0,1639
0,0246
0,1988
0,1674
0,0725
0,1294
0,1105
0,1187
0,0291
0,1367
0,131

0,183

0,1252
0,197

0,1974
0,0097
0,0687
0,1889
0,124

0,1961
0,0254
0,0391
0,1388
0,1121
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0,5221
0,779
0,8493
0,7895
0,7895
0,779
0,8081
0,8493
0,8163
0,7241
0,8073
0,8493
0,7895
0,8179
0,7732
0,8045
0,8399
0,8073
0,8073
0,8547
0,5812
0,779
0,8264
0,779
0,779
0,8547
0,8045
0,779
0,8375
0,724
0,8547
0,8398
0,779
0,8073
0,8045
0,8045
0,7588
0,8073
0,8073
0,8493
0,8073
0,8547
0,8547
0,5514
0,779
0,8493
0,8073
0,8547
0,7291
0,779
0,8078
0,8045




20534829
20536234
20500737
20525397
20536297
20536540
20515569
20536561
20519076
20500149
20536939
20534531
20525660
20522020
20520201
20525431
20534570
20536267
20525605
20536688
20526877
20519590
20537463
20537443
20505744
20536617
20534626
20519644
20534480
20501162
20504592
20525436
20537163
20525393
20519439
20522012
20536321
20522044
20536734
20517943
20504376
20525470
20537582
20521826
20537874
20519658
20536233
20500479
20536533
20519708
20536301
20519458

hsa-mir-26a-2
hsa-mir-3142
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-892c-5p
hsa-mir-3181
hsa-mir-3615
hsa-miR-3152-3p
hsa-mir-3657
hsa-miR-3974
hsa-miR-24-2-5p
hsa-mir-4708
hsa-mir-214
hsa-miR-6849-3p
hsa-miR-5687
hsa-miR-5002-3p
hsa-miR-6734-3p
hsa-mir-15b
hsa-mir-3160-2
hsa-miR-6822-5p
hsa-mir-4437
hsa-miR-7158-3p
hsa-miR-4740-5p
hsa-mir-6721
hsa-mir-6512
hsa-miR-450b-3p
hsa-mir-3916
hsa-mir-154
hsa-miR-4768-3p
hsa-mir-197
hsa-miR-200a-5p
hsa-miR-2113
hsa-miR-6737-5p
hsa-mir-548au
hsa-miR-6722-5p
hsa-miR-4655-5p
hsa-miR-5681a
hsa-mir-3199-1
hsa-miR-5707
hsa-mir-4474
hsa-miR-3682-3p
hsa-miR-627-3p
hsa-miR-6754-3p
hsa-mir-6837
hsa-miR-5586-5p
hsa-mir-7158
hsa-miR-4777-3p
hsa-mir-3142
hsa-miR-218-1-3p
hsa-mir-3606
hsa-miR-4804-3p
hsa-mir-3185
hsa-miR-4665-3p

0,79
0,69
0,83
0,72
0,77
0,84
0,87
0,97
0,79
0,86
0,89
0,82
0,74
0,77
0,91
0,89
0,72
0,9

0,67
0,81
0,67
0,78
0,74
1,28
0,73
0,95
0,88
0,71
1,03
1,04
0,85
1,01
0,89
0,99
1,21

0,84
0,66
0,88
0,85
0,67
1,7
0,8
0,81
0,77
0,81
0,71
0,79
0,74
0,7
1,18
0,77

0,69
0,59
0,73
0,63
0,69
0,75
0,79
0,89
0,71
0,78
0,81
0,75
0,67
0,7
0,84
0,82
0,65
0,83
0,6
0,74
0,61
0,72
0,68
1,22
0,67
0,9
0,83
0,65
0,98
0,99
0,8
0,96
0,84
0,95
1,16
0,96
0,8
0,62
0,85
0,82
0,64
1,66
0,77
0,78
0,74
0,78
0,68
0,77
0,72
0,69
1,16
0,75

1,07
1,07
1,07
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,05
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,01
1,01
1,01
1,01

ANEXO

0,18
0,08
0,0712
0,0273
0,021
0,0333
0,1963
0,0567
0,1751
0,1577
0,0736
0,0734
0,052
0,1261
0,1114
0,1617
0,1613
0,1129
0,1426
0,1861
0,1826
0,1151
0,1351
0,0749
0,0297
0,0658
0,1509
0,0103
0,0988
0,1912
0,0801
0,0791
0,0695
0,074
0,1638
0,1202
0,0828
0,0958
0,1474
0,1948
0,0577
0,1885
0,0275
0,03
0,0343
0,0806
0,1279
0,1867
0,0076
0,1919
0,1294
0,131
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0,8493
0,7895
0,779
0,7437
0,6989
0,779
0,8547
0,779
0,843
0,83
0,779
0,779
0,779
0,8073
0,8045
0,8349
0,8349
0,8045
0,8127
0,8493
0,8493
0,8045
0,8073
0,7801
0,7649
0,779
0,8268
0,563
0,8045
0,8543
0,7895
0,7895
0,779
0,779
0,8375
0,8045
0,7896
0,8045
0,8209
0,8547
0,779
0,8493
0,7451
0,7649
0,779
0,7895
0,8073
0,8493
0,5221
0,8543
0,8073
0,8073




20536819 hsa-mir-4536-1
20501159 hsa-miR-29¢-5p
20537491 hsa-mir-6748
20534496 hsa-mir-129-1
20536675 hsa-mir-4425
20529128 hsa-miR-7843-5p
20525500 hsa-miR-6769a-3p
20506888 hsa-miR-1292-3p
20505752 hsa-miR-541-5p
20536307 hsa-mir-3189
20518942 hsa-miR-4536-3p
20506812 hsa-miR-1285-5p

0,9 0,88
0,69 0,68
0,78 0,77
0,83 0,82

0,8 0,79
0,76 0,76
0,79 0,79
0,97 0,96
0,85 0,85

0,7 0,69
0,73 0,73
0,67 0,67

1,01
1,01
1,01
1,01
1,01
1,01

O T == N oY

ANEXO

0,1292
0,1216
0,0673
0,1055
0,1684
0,152

0,1941
0,1233
0,1841
0,1214
0,1769
0,1056

Para la obtencion de una lista de miRNAs se utilizaron los siguientes criterios de

seleccion: valor p<0,2 y FC>O0.

Tabla suplementaria 6: Resultados correspondientes al anadlisis de la expresion de los

21 miRNAs candidatos originales en muestras de plasma correspondientes a la cohorte

exploratoria.

GSE113234: Microarreglo de expresion en plasma, VS=27

CaP=27
miRNA Resultado Valor p
hsa-miR-3613-3p No da diferencias significativas 0,4094
hsa-miR-2277-5p No da diferencias significativas 0,2967
hsa-miR-4532 No da diferencias significativas 0,9633
hsa-miR-101-3p No da diferencias significativas 0,7969
hsa-miR-548x-3p No da diferencias significativas 0,2558
hsa-miR-4668-5p No da diferencias significativas 0,6679
hsa-miR-320e Disminuido en CaP 2,34E-03
hsa-miR-21-5p No da diferencias significativas 0,0568
hsa-miR-5095 No estd en el set de datos
hsa-miR-3174 No da diferencias significativas 0,0935
hsa-miR-1197 No da diferencias significativas 0,6401
hsa-miR-92a-1-5p Disminuido en CaP 0,0143
hsa-miR-181d-5p No esta en el set de datos
hsa-miR-552-3p No esta en el set de datos
hsa-miR-190a-3p No esta en el set de datos
hsa-miR-214-3p Disminuido en CaP 2,80E-03

192

0,8073
0,8045
0,779
0,8045
0,8399
0,8275
0,8547
0,8045
0,8493
0,8045
0,8456
0,8045




ANEXO

hsa-miR-23c No da diferencias significativas 0,3184
hsa-miR-324-3p No da diferencias significativas 6,13E-01
let-7c-5p No esta en el set de datos
let-7a-5p No da diferencias significativas 5,68E-02

La significancia estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron los datos utilizando prueba-T, test

de Wilcoxon o de la mediana, segln correspondiera.

Tabla suplementaria 7: Resultados correspondientes al analisis de la expresion de los
21 miRNAs candidatos originales en muestras de suero correspondientes a la cohorte

exploratoria.

GSE112264: Secuenciacion en suero, VS=282 CaP=282

miRNA Resultado Valor p
hsa-miR-3613-3p No da diferencias significativas 0,4002
hsa-miR-2277-5p No da diferencias significativas 0,7628

hsa-miR-4532 Aumentado en CaP 0,01249
hsa-miR-101-3p Aumentado en CaP 0,0041
hsa-miR-548x-3p No da diferencias significativas 0,3997
hsa-miR-4668-5p Aumentado en CaP 0,01721

hsa-miR-320e Aumentado en CaP 9,44E-20

hsa-miR-21-5p Disminuido en CaP 0,0004136

hsa-miR-5095 Aumentado en CaP 1,19E-05

hsa-miR-3174 No da diferencias significativas 0,5073

hsa-miR-1197 No da diferencias significativas 0,1296

hsa-miR-92a-1-5p No da diferencias significativas 0,08783
hsa-miR-181d-5p No da diferencias significativas 0,9681

hsa-miR-552-3p No da diferencias significativas 0,07811
hsa-miR-190a-3p No da diferencias significativas 0,7266

hsa-miR-214-3p Aumentado en CaP 4,35E-07

hsa-miR-23c No da diferencias significativas 0,08697
hsa-miR-324-3p Aumentado en CaP 1,50E-12

let-7c-5p No da diferencias significativas 0,1522
let-7a-5p Aumentado en CaP 4,00E-04

La significancia estadistica utilizada fue del 5% y se analizaron los datos utilizando prueba-T, test

de Wilcoxon o de la mediana, segln correspondiera.
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