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Titulo. Andlisis transcriptdmico completo de miRNAs en la progresién del carcinoma escamoso de piel
con tecnologia EdgeSeq

Tittle. Whole transcriptome analysis of miRNAs in the progression of squamous cell carcinoma of the
skin using EdgeSeq technology

Resumen. El carcinoma cutaneo de células escamosas (cSCC) es uno de los canceres mas comunes en
humanos, incrementando su importancia en los ultimos 50 afios por el aumento de su incidencia. Es
por ello que se hace necesario identificar nuevos biomarcadores con los que mejorar el prondstico y
tratamiento. Sabiendo que los microRNAs (miRNAs), cuando se expresan aberrantemente, pueden
funcionar como biomarcador y que ciertos miRNAs se encuentran desregulados en cSCC, en este
estudio se hace uso de la tecnologia HTG EdgeSeq (con el panel WTA), para identificar un mapa de
expresion diferencial caracteristico para cada uno de los estadios de cSCC. Asi pues, se identifican 12
potenciales miRNAs diferencialmente expresados a lo largo de las diferentes etapas de progresién del
¢SCC (carcinoma inicialmente invasivo, carcinoma de alto riesgo no metastdsico y carcinoma
metastdsico) sin tener en cuenta la queratosis actinica (AK) por ser la lesion pre-maligna a la
enfermedad. Se encuentran entre estos miRNAs, tres no descritos anteriormente en la literatura para
cSCC, siendo estos miR-132-3P, miR-199B-5P y miR-214-5P. La informacién obtenida permitira inferir
en nuevos biomarcadores prondsticos de la enfermedad, asi como a mejorar las terapias.

Abstract. Cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC) is one of the most common cancers in humans,
increasing its importance in the last 50 years due to the increase in its incidence. That is why it is
necessary to identify new biomarkers with which to improve prognosis and treatment. Knowing that
microRNAs (miRNAs), when expressed aberrantly, can function as a biomarker and that miRNAs are
found to be deregulated in cSCC, in this study HTG EdgeSeq technology is used (with the WTA panel),
for a differential expression map characteristic for each of the cSCC stadiums. Thus, 12 potential
miRNAs differentially expressed throughout the different stages of progress of cSCC (non-invasive
carcinoma, non-metastatic high-risk carcinoma and metastatic carcinoma) are identified without
considering actinic keratosis (AK) because it is the pre-malignant injury at cSCCillness. They are among
these miRNAs, three not previously in the literature for cSCC, being miR-132-3P, miR-199B-5P and
miR-214-5P. The information refers to the new biomarkers of the disease, as well as to improve the
therapies.
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1. INTRODUCCION

1.1.  EL CANCER COMO ENFERMEDAD

Una vez finalizado el desarrollo del organismo, existe un tipo de células que son capaces de
proliferar y participar asi en la morfogénesis, permitiendo el mantenimiento de los tejidos a lo largo
de toda la vida del mismo. Esta autonomia dada tiene por contra la utilizaciéon de la informacién
genética que portan dichas células ya no hacia el mantenimiento y funcién del tejido normal del
individuo sino en beneficio propio, hacia el crecimiento anormal (Weinberg, 2014).

Asi pues, tal y como define Ruddon, R. (2007) el cancer es una enfermedad propia de los
organismos multicelulares que se caracteriza por un “crecimiento anormal de células causado por
multiples cambios en la expresion de los genes, dando lugar a un desequilibrio en la proliferacion y
muerte celular que, en ultimo lugar, evolucionard hacia una poblacion de células las cuales serdn
capaces de invadir tejidos y metastatizar en sitios distantes, causando una significativa morbilidad y
en ciertos casos, la muerte del huésped”. A medida que el crecimiento canceroso progresa se da lugar
a una heterogeneidad celular en, por ejemplo, la antigenicidad celular, potencial metastasico,
invasividad, grado de diferenciacion o respuesta a agentes quimioterapéuticos. Interesantemente, a
nivel molecular los diferentes tipos de cancer comparten aspectos en comun, lo cual puede sugerir
que, si bien no de forma intrinseca, las lesiones bioquimicas pueden estar producidas por alteraciones
o redistribuciones de genes comunes, o por lo menos, similares.

Desde el punto de vista clinico, el cdncer son una serie de diferentes enfermedades que varian
en funcidn de la ratio de crecimiento, potencial metastasico, prondstico, respuesta al tratamiento, etc.
Sin embargo, haciendo una visién molecular y celular, estaria formado por un pequeio grupo de
enfermedades que son causadas por defectos moleculares similares en la funcidn de los genes
generando unas alteraciones comunes en los genes de las células. Teniendo en cuenta las diferentes
rutas por las cuales se puede alterar esta expresidn de genes, se podria nombrar dafios directos al
DNA como la mutacidn génica o los mecanismos de translocacién, amplificacion o delecidn, asi como
la transcripcion o traduccién anormal de los genes. Estos mecanismos dan lugar a una desregulacion
en la replicaciéon y muerte en una poblacidén de células, permitiendo asi la expansion del tumor en el
tejido (Ruddon R., 2007).

1.1.1.  Las cifras del cancer

Esta enfermedad configura una de las primeras causas de morbilidad del mundo y la segunda
causa de mortalidad a nivel mundial, siendo responsable de un total de 9,6 millones de muertes en
2018 segln la OMS (SEOM 2019). Ademas, desde el afio 2000 ha pasado a ser la principal causa de
muerte en hombres, superando a las enfermedades del aparato circulatorio (REDECAN). Si bien es
cierto que esta alteracién puede ser sufrida a cualquier edad, ha demostrado estar relacionada con el
envejecimiento por lo que el aumento de las muertes debidas a cdncer se debe, en parte, a que las
personas hoy en dia tienen una vida lo suficientemente larga como para aviejarse y tener esta
enfermedad (Ruddon, 2007).
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Entendiendo como incidencia el nimero de casos nuevos de una enfermedad en una
poblacién y un periodo de tiempo determinado, en 2012 (ultimos datos disponibles a nivel mundial
por los proyectos EUCAN y GLOBOCAN, de la OMS) se contabilizé alrededor de 14 millones de casos
nuevos. De forma similar, para 2035 se espera una cifra cercana a 24 millones de nuevos casos
mundiales (SEOM 2018). Asi bien, en Espafia, para 2019 se ha estimado un total de 277.234 nuevos
casos, de los cuales 161.064 se daran en hombres y 116.170 en mujeres. Los cdnceres mas frecuentes,
presentados por orden de importancia serian el de colon y recto (44.937 casos nuevos de los cuales
30.606 pertenecen a colon y 14.331 a recto), el de préstata (34.394), el de mama (32.536) y el de
pulmoén (29.503). Se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Estimacion del numero de nuevos casos de cdncer en Espaia para el aiio 2019, segun tipo
tumoral (excluidos los tumores cutdneos no melanoma) (ambos sexos). Adaptada de Red Espaiiola
de Registros de Cdncer (REDECAN).

Desglosando por sexos, tal y como se observa en las figuras 2 y 3, los cdnceres mds comunes
en hombres fueron el de préstata (34.394), colon y recto (26.746), pulmén (22.083) y vejiga urinaria
(19.467) mientras que en mujeres lo fueron el de mama (32.536), colon y recto (11.191), pulmdn
(7.420) y cuerpo uterino (6.682), habiendo un aumento en el de pulmédn respecto del de cuerpo
uterino debido a un incremento en la tendencia del tabaquismo en las uUltimas décadas en el sexo
femenino (REDECAN).
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Figura 2. Estimacion del numero de nuevos casos de cdncer en varones en Espaia para el afio 2019
(excluidos los tumores cutdneos no melanoma). Adaptada de Red Espariola de Registros de Cdncer
(REDECAN).
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Figura 3. Estimacion del numero de nuevos casos de cdncer en mujeres en Espaina para el ano 2019
(excluidos los tumores cutdneos no melanoma). Obtenida de Red Espafiola de Registros de Cdncer
(REDECAN).

La prevalencia es la poblacién que presenta la enfermedad en un periodo determinado,
incluyendo a todas las personas vivas y diagnosticadas en el pasado, estén o no curadas. Esta se
encuentra directamente relacionada con la supervivencia, por lo que canceres que tengan menor
supervivencia, también tendran menor prevalencia y viceversa.

Asi pues, para ilustrar esto Ultimo se hara servir la figura 4 que, a continuacion, se explica.
Puesto que la supervivencia condiciona la prevalencia, un cancer que se diagnostique con mucha
frecuencia, pero presente una mortalidad elevada, tendra una menor prevalencia que un cancer con



mucha frecuencia en su diagnéstico y baja mortalidad. Asi pues, como ejemplos ilustrativos
tomaremos el cancer de pulmén, tumor frecuente (29.503 nuevos casos estimados al afio en Espafia
en la poblacién general en 2019) con una mortalidad muy alta (22.896 casos en 2018), lo que genera
una prevalencia a los 5 afios relativamente baja (28.833 pacientes). El cdncer de mama, sin embargo,
si bien presenta una estimaciéon de diagndstico en 2019 de 32.536 pacientes nuevos, tiene una
mortalidad mucho mas baja, siendo en 2018 de 6.421 pacientes, por lo que su prevalencia a los 5 afios
serd mucho mayor, del orden de 129.928.
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Figura 4. Estimacion de la prevalencia de tumores en Espaiia para el aiio 2018 (poblacién general)
(prevalencia a los 5 aios). Adaptada de GLOBOCAN 2018.

En referencia a la mortalidad, nimero de fallecimientos en un periodo de tiempo concreto y
en una poblacién determinada, se estima una cifra de 14 millones de muertes en 2035 (en
contraposicion a los 9,6 millones de muertes en 2018). Es pues, la segunda causa de muerte mundial.
Particularmente en Espafa, en 2017 un total de 113.266 muertes fueron debidas a tumores,
resultando la prediccidn para 2035 en un aumento hasta las 156.898 muertes. Asi pues, las muertes
por cancer lideran entre los grupos de edad de 1 a 14 afios y de 40 a 79 afios seguin el INE (SEOM 2018;
SEOM 2019).

Mientras que las muertes por enfermedades del aparato circulatorio (conformantes de la
primera causa de muerte en Espafia) disminuyeron un 3,6%, las relacionadas con tumores aumentaron
enun 1,4% en 2016. Los tumores con mayor numero de fallecimientos en 2017 en la poblacién general
espanola fueron el cancer de pulmén y el colorrectal, en varones se mantiene esta ordenacion
mientras que en mujeres el mayor causante de muerte es el cdncer de mama, seguido del de pulmén
(SEOM 2018; SEOM 2019). Se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Fallecimientos por tumores en Espaia para el afio 2017, ambos sexos. Adaptada de SEOM
2019.

1.2. EL CANCER DE PIEL

El cancer de piel es el mas frecuente en el ser humano, aumentando su incidencia de forma
exponencial mundialmente a lo largo de los ultimos afios y llegando a convertirse en la enfermedad
maligna mas comun en la poblaciéon blanca (Garllagher RP., 2005). Esta enfermedad de origen
multifactorial presenta entre los agentes ambientales de riesgo de cancer cutaneo la exposicion solar
y antecedentes a quemaduras solares (Alfaro-Sanchez A. et al., 2016).

Dentro del cancer de piel, por diferencias epidemioldgicas y prondsticas podemos distinguir
dos categorias: no-melanoma y melanoma (Tejera-Vaquerizo A., 2016). En referencia al primer grupo,
diferenciamos principalmente el carcinoma basocelular o BCC (cancer mas asiduo en el humano y mas
frecuente de piel siendo el 80% de este grupo, con un riesgo de padecerlo del 35 al 40% en caucasicos,
siendo mas propenso el hombre que la mujer) y el carcinoma cutaneo de células escamosas o cSCC
(20% de los canceres de piel no melanoma, con mayor incidencia sobre la raza blanca). Aunque existen
otros tumores malignos en la piel como puede ser carcinomas de glandulas sebaceas, sudoriparas,
sarcomas o manifestaciones en piel de neoplasias internas, sin embargo, son de extraiia observacién
(Gutiérrez Vidrio R., 2003; Alfaro-Sanchez A. et al., 2016). En cuanto al melanoma maligno, si bien no
es el cancer de piel mas comun, si que es el mas letal, llegando a causar el 75% de las muertes por
cancer de piel ademds de presentar una elevada capacidad de metastatizar (Gutiérrez Vidrio R., 2003;
Pinedo-Vega J.L., et al., 2014). Su incidencia se ha triplicado en la poblacién blanca durante los ultimos
20 afos y presenta una incidencia de 5 a 18 veces menor en la poblacidn negra por comparacién con
la caucasica, teniendo los hispanos una incidencia de 3,5 a 4,5 veces menor dentro de esta (Alfaro-
Sanchez A. et al., 2016). Es a su vez el cancer de mayor progresién a nivel mundial, aumentando un
4,2% de 1992 a 2006 en Estados Unidos (Jemal A. et al., 2011).



1.3. CARCINOMA CUTANEO DE CELULAS ESCAMOSAS (cSCC)

Los canceres de piel no melanoma tienen importancia creciente por el aumento de su
incidencia durante los ultimos 50 afios. El carcinoma cutdneo de células escamosas, particularmente,
es el segundo cdncer mas comun en los caucasicos y se asocia con un sustancial riesgo de metastasis.
Normalmente, se presenta como nddulos rosas y firmes con superficies hiperqueratésicas (Adam B.,
Glick y Stuart H. Yuspa).

1.3.1. Incidencia

El cSCC conlleva un peso econdmico creciente para el Sistema Nacional de Salud y por ello, se
debe conocer la carga de enfermedad del mismo en Espaia.

Segun el metaanalisis de Tejera-Vaquerizo, A et al. (2016) la tasa de incidencia estandarizada
a la poblacién mundial fue de 13,38/100.000 personas al afio, bastante menor que en otros paises
como Alemania o Eslovaquia. Mientras, la tasa de mortalidad de CCNM (carcinoma cutaneo no
melanoma) realizada en el estudio espafiol es de 1,10/100.000 personas al afio y se encontraba
causada principalmente por el ¢SCC, en concreto por el subgrupo de alto riesgo. Si bien no parecen
unos datos alarmantes, Alam, M. & Ratner, D (2001) avisaron sobre aumento de la incidencia del 50
al 200 por cien en los ultimos 10-30 afios. Ademas, la incidencia se duplica por cada decrecimiento en
8 0 10 grados en la latitud geografica, presentando el pico en el ecuador. La incidencia ajustada a nivel
mundial pues, es de 100 a 150 personas por cada 100.000 al afio, y la incidencia especifica por edad
entre las personas mayores de 75 afios es aproximadamente 10 veces mayor que la tasa.



1.3.2. Etiologia
La tabla 1 resume los factores de riesgo en la evolucién de carcinoma de células escamosas:

TABLA 1. FACTORES DE RIESGO EN EL DESARROLLO DEL CARCINOMA CUTANEO DE
CELULAS ESCAMOSAS. ADAPTADA DE ALAM, M., & RATNER, D,, 2001

Exposicién a radiacion ultravioleta

Ultravioleta A

Ultravioleta B

Terapia con methoxsalen y radiacién ultravioleta A

Exposicion a radiacion ionizante

Genodermatosis

Albinismo oculocutaneo

Xeroderma pigmentoso

Infeccidn con el virus del papiloma humano, especialmente tipos 6, 11, 16y 18
Exposicion a quimicos carcindgenos

Arsénico

Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Inmunosupresion

Trasplante de érganos

Leucemia y linfoma

Medicacién inmunosupresora

Piel enferma o dafiada crénicamente

Ulceras

Tracto sinusal

Osteomielitis

Dermatitis por radiacién

Ciertos desdrdenes inflamatorios crénicos como epidermdlisis bullosa distréfica
Lesiones precursoras

Queratosis actinica

Queratosis arsénica

Queratosis inducidas por radiacion

Enfermedad de Bowen (carcinoma celular escamoso in situ)
Eritroplasia de Queyrat (carcinoma escamoso celular in situ del pene)

La exposicién por radiacidn ultravioleta es la causa mdas comun de este tipo de canceres,

siendo la mayor responsable la radiacion ultravioleta B (longitud de onda de 290 a 320 nm) aunque

apoyada por la radiacién ultravioleta A (longitud de onda de 320 a 400 nm). Normalmente se producen

mutaciones en el DNA por la formacion de dimeros de timidina en el supresor tumoral p53 que no se

pueden reparar y desembocan en la formacién del tumor (Preston, D. S., & Stern, R. S., 1992;

Grossman D. & Leffell DJ., 1997).

Se ha de tener en cuenta diversos factores, por ejemplo, que durante los ultimos afios la

sociedad ha modificado ciertas conductas, entre las cuales encontramos la exposicién solar por

voluntad propia y su relacién con quemaduras en la piel. También la exposicidn ultravioleta

ocupacional: se ha visto que el riesgo a cSCC aumenta tres veces en personas que han nacido en areas

gue reciben mayor cantidad de radiacién ultravioleta por el sol. A su vez, el riesgo aumenta de tres a

cinco veces en personas con piel y ojos claros, asi como rubios o pelirrojos (Alam, M., & Ratner, D.

2001).



Por su parte las radiaciones ionizantes tienen un riesgo relacionado con el cSCC directamente
proporcional a la dosis acumulada de dicha radiacién, encontrando rayos X, asi como gamma o grenz
(Zackheim, H. S. et al., 1964).

En personas que presenten genodermatosis como albinismo oculocutaneo, el cSCC puede
desarrollarse por falta de pigmento protector. Ademads, las personas con xeroderma pigmentoso no
podrdn reparar las mutaciones en el DNA inducidas por radiacién ultravioleta, lo cual desencadena en
un aumento de la probabilidad de sufrir cSCC (Kraemer KH. et al., 1988).

Otros de los factores de riesgo son el virus del papiloma humano, sobre todo los tipos 6, 11,
16 y 18 (McGregor, J. M., & Proby, C. M., 1996) y los agentes quimicos como es el caso del arsénico,
utilizado en medicaciones en el pasado, el cual estimula la invasién del tumor y el carcinoma in situ
(Johnson, T. M. et al.,1992). Los hidrocarburos policiclicos derivados de la combustion y destilacion de
compuestos de carbdn pueden causar también cSCC.

Las personas que han recibido un trasplante de érganos, son mds propensas a sufrir
este tipo de cancer por el uso de medicamentos inmunosupresores, asi como las condiciones que
llevan a un estado inmunocomprometido (Kwa, R. E. et al., 1992; Jensen, P. et al., 1999; Dantal, J. et
al.,, 1999). Ademas, en contraste con la poblacidon en general, son mas propensos a presentar un
carcinoma de células escamosas a un carcinoma de células basales (Alam, M., & Ratner, D. 2001).

El carcinoma cutaneo de células escamosas es mds probable en personas que presentan piel
cronica lesionada o enferma, por ejemplo, afectados por ulceras, tracto sinusal, osteomielitis,
dermatitis, etc. Por ultimo, pacientes con desdrdenes inflamatorios cronicos como epidermolisis
bullosa distréfica, estaran mas predispuestos a desarrollar tumores de este estilo (Alam, M., & Ratner,
D. 2001).

1.3.3. De piel sana a carcinoma

La queratosis actinica (AKs) es una neoplasia escamosa cutdnea benigna que aparece
normalmente en pieles expuestas al sol y que suele progresar hacia el carcinoma cutdneo de células
escamosas (cSCC) (Boukamp, P, 2005) No todas las lesiones AKs progresan hacia cSCC pero se ha
observado que el 97% de los carcinomas de células escamosas estan asociados a queratosis actinicas
contiguas (Hurwitz, R. M., & Monger, L. E., 1995). Para entender la progresién de AK a cSCC, se toma
el modelo multietapa de carcinogénesis por el cual, mutaciones en un gen (normalmente un supresor
tumoral) llevan al desarrollo de una lesidn precursora con incremento de la inestabilidad genética o
pérdida del control del ciclo celular ademas de mutaciones en otros oncogenes. Todos estos factores
permiten la aparicién de propiedades neoplasicas, llevando a la invasién del carcinoma (Fearon, E. R,
& Vogelstein, B., 1990). Una de las mutaciones mas comunes en la transicion AK-cSCC, es la de p53
(Nakazawa, H. et al.,1994). Se muestra la probabilidad de que un paciente con multiples AKs desarrolle
cSCC o metastasis en la figura 6.
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Figura 6. Probabilidad de que las lesiones neopldsicas cutdneas humanas progresen a carcinoma
invasivo. Se muestra la probabilidad de AK en pacientes con menos de 5 0 mds de 20 lesiones (#) que
progresan a cSCC. Figura adaptada de Ratushny, V. et al., 2012.

La progresion hasta cSCC es un proceso gradual con estados diferenciados patolégicamente a
lo largo de la evolucidn: elastosis severa solar (SE), queratosis actinica (AK) y ¢cSCC (Boukamp, P., 2005;
Krouse, R. S. et al., 2009). Las elastosis severas muestran las primeras caracteristicas patoldgicas de
pieles dafiadas por el sol, la degeneracidn del colageno de la dermis (Corbalan-Velez, R. et al., 2010;
Barzilai, A. et al., 2007). Dentro de la queratosis actinica encontramos diferentes categorias en funcién
del grado de displasia, siendo estas la neoplasia intraepidérmica queratinocitica | (KIN 1), KIN Il y KIN
lIl. KIN | se caracteriza por atipia celular de queratinocitos en el tercio inferior de la epidermis. KIN Il
por queratinocitos atipicos en los dos tercios inferiores de la epidermis y KIN Il queratinocitos atipicos
alrededor de toda la epidermis, siendo equivalente al carcinoma in situ (Cockerell, C. J., 2000). Asi
como los grados KIN informan sobre las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de AKs, la
identificacion de las anormalidades genéticas y moleculares asociadas a las lesiones permiten saber
mas de su patogénesis (Ratushny, V. et al., 2012) (Figura 7). Aproximadamente el 10 % de los casos de
AK evolucionaran a cSCCy el 5% de los casos de cSCC metastatizan (Cockerell, C. J., 2000; Alam, M., &
Ratner, D., 2001).

Resulta importante mencionar que, a su vez, el cSCC se encuentra diferenciado a su vez en
dos subgrupos SCC |, ligeramente diferenciado de AK y SCC Il cuya lesién estd mucho mas acusada
(Krouse, R. S. et al., 2009).
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Figura 7. Comparacion clinica, histologica y molecular de AKs, cSCC y cSCC metastdsico. Se muestran
las caracteristicas clinicas, histoldgicas y moleculares comunes de la neoplasia cutdnea humana.
Figura adaptada de Ratushny, V. et al., 2012.

1.4. microRNA

Los microRNA (miRNA) son RNA de 17 a 25 nucledtidos aproximadamente, altamente
conservados, de cadena simple y no codificantes. Su funcidn se basa en la regulacion de genes ya que
controlan la expresién de estos a nivel post-transcripcional por interaccion especifica con su mRNA
objetivo; asi pues, los miRNA en relacién con su mRNA complementario pueden llevar a cabo la
represiéon translacional del mismo o su escisidn y posterior degradacion. (Aigner, A., 2011; Esquela-
Kerscher, A., & Slack, F. J., 2006). La eleccidn entre reprimir o degradar cierto mRNA parece estar
determinada por el grado de complementariedad en nimero de pares de bases entre el miRNA y su
MRNA objetivo (Ruddon R., 2007). Los miRNA pueden estar en diversos contextos gendmicos como es
el caso de regiones de RNA no codificantes intergénicas e intragénicas en intrones o entre los exones
del gen (Rupaimoole, R. et al., 2016).
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1.4.1. Biogénesis de los miRNA

La transcripcidon del miRNA se da en el nicleo, donde la RNA polimerasa Il (pol Il) genera unas
secuencias de algunos cientos de pares de bases de largo conocidas como pri-miRNAs o miRNAs
primarios. Estas secuencias son procesadas por la enzima RNasa Ill DROSHA, y la proteina
Pasha/DGCRS8 obteniendo como resultado unas secuencias bastante mas cortas, alrededor de 60-70
nucledtidos, de doble hebra en forma de horquilla, los pre-miRNAs (Lee, Y., et al., 2003). A
continuacién, los pre-miRNAs son transportados hasta el citoplasma gracias a la GTPasa RAN o
exportina-5 (XPO5) donde son procesados por un complejo formado por la endonucleasa RNasa |l
Dicer y TARBP2, proteina de unién, y produciendo RNAs de doble cadena de aproximadamente 22
nucledtidos, que en sus extremos en 3’ tienen un sobrante de dos nucledtidos. El proceso de
maduracién se ayuda de las endonucleasas Argonautas AGO (Agol y Ago2), ya que permiten que una
de las cadenas del duplex de RNA permanezca como miRNA y por consiguiente se descarte la otra. El
proceso de seleccidn de la cadena que permanece como miRNA maduro se basa en la estabilidad
termodinamica relativa de los extremos de las cadenas, siendo la cadena conservada aquella que
presenta menor estabilidad en los nucleétidos del extremo 5’. Agol y Ago2, a su vez, se unen a TARBP2
y Dicer formando el complejo de silenciamiento miRISC. Los miRNAs que son internalizados en este
complejo son ya capaces de unirse a su mRNA diana guiando asi a miRISC a las secuencias diana a
través de la unién a sitios complementarios imperfectos dentro de las regiones 3' no traducidas del
mRNA. La unién a miRISC lleva, dependiendo del grado de complementariedad entre el miRNA y el
MRNA a la degradacion o inhibicién de este ultimo (Figura 8) (Aigner, A., 2011; Kim Y. et al., 2016;
Esquela-Kerscher, A., & Slack, F. J., 2006).

Se ha de tener en cuenta la secuencia semilla -seed sequence en inglés- (nucledtidos 2 a 8 en
el extremo 3’), altamente conservada desde gusanos hasta humanos, crucial para la especificidad del
miRNA ya que dictan la regulacién. Se hacen, por tanto, evidentes dos hechos: un mismo miRNA va a
poder regular diferentes genes -incluyendo factores de transcripcion, receptores o transportadores-
(Esquela-Kerscher, A., & Slack, F. J., 2006) y un mismo gen podrd estar regulado por diversos miRNA.
Este hecho incrementa sustancialmente la complejidad del proceso post-transcripcional (Aigner, A.,
2011).
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Figura 8. Biogénesis de los microRNA. (a) Los miRNA son transcritos por la RNA polimerasa Il (pol 1)
en largos transcritos primarios de miRNA, de tamafio variable (pri-miRNA) los cuales son reconocidos
y escindidos en el nucleo por la enzima RNasa Ill DROSHA, generando unos precursores en forma de
horquilla, conocidos como pre-miRNA. (b) Los pre-miRNA se exportan desde el nucleo hasta el
citoplasma gracias a la exportina 5 y se procesan por la enzima RNasa DICER (c), la cual da lugar a
unos duplex de 19-24 nt. Sélo una de las cadenas de los duplex de miRNA (miRNA maduros) se
incorporan al complejo proteico RISC (RNA-induced silencing complex). (d) El miRNA maduro lleva a
RISC a romper el mRNA o inducir la represion de la traduccion, dependiendo del grado de
complementariedad entre el miRNA y su objetivo. Figura reproducida de Garzon, R., Calin, G. A., &
Croce, C. M. (2009).

Si bien la biogénesis de miRNA es un proceso altamente regulado, se da en ciertas ocasiones
desregulaciones por alteraciones, incluyendo DROSHA, DICER y Ago2, que desembocan en ciertos
procesos patoldgicos, incluyendo los cancerigenos. (Rupaimoole, R., et al. 2016; Lépez-Camairillo, C.,
& Marchat, L. A., 2013).

1.4.2. miRNA en el cancer
En las ultimas décadas se ha llevado a cabo un profundo estudio en la taxonomia molecular
del DNA, observandose que alrededor de 22.000 transcritos codificantes de proteina son mRNAs, y
gue estos pueden clasificar los canceres (Lu, J., et al., 2005). A su vez, una incipiente importancia nacié
en torno a los miRNA: la expresion aberrante de los mismos esta relacionada con la progresion de
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numerosas enfermedades, incluido el cancer (Visone, R., & Croce, C. M., 2009). En términos de este
ultimo, los miRNA pueden presentar funciones tan distantes como la supresién del tumor u
oncogenes, por lo que un cambio en los niveles de expresion de los miRNA puede dar lugar a ciertos
tipos de cancer. Esto esta apoyado por el hecho de que alrededor del 50% de los miRNAs de humanos
gue se han anotado se encuentran en zonas del genoma relacionadas con el cancer o en sitios fragiles
(Esquela-Kerscher, A., & Slack, F. J., 2006; Zhong, X., et al., 2012). Numerosos estudios llevados a cabo
con la tecnologia microarray han demostrado que, en el cancer, la expresion aberrante de miRNA es
mas una regla que una excepcion, encontrando ejemplos en diferentes tipos de canceres como el
cancer de mama, de colon, prdstata o tiroides (Reddy, K. B., 2015). Ademas, por regla general hay
mayor tendencia por la regulacidn a la baja de miRNAs en canceres respecto de la alta, por lo que se
postula que tal vez los miRNAs sean predominantemente supresores tumorales antes que oncogenes
(Zhong, X. et a., 2012).

Los mecanismos por los cuales los miRNAs pueden llegar a desregularse son diversos, pero a
continuacioén se tratara de dar una visidn global sobre algunos de los mismos:

1. Alteraciones genéticas y SNPs: los miRNAs se encuentran localizados en su mayoria en sitios
fragiles, puntos de quiebre de translocacién especificos de cancer, secuencias repetitivas o
islas CpG (Russo, F., et al., 2010). A su vez, la presencia de SNPs o polimorfismos de un solo
nucledtido han demostrado tener influencia en los objetivos de los miRNAs en las vias
relacionadas con el cancer. Se dan asi dos posibles fenémenos: por un lado, se puede ganar
una funcidn debida al SNP que mejore la interaccion con el objetivo del miRNA y por tanto su
funcién reguladora, siendo asi un supresor del tumor o, por el contrario, el SNP resulte en una
pérdida de funcidn y se exprese ese miRNA en mayor proporcidn, actuando como oncogen.
Ademas, los SNPs en sitios objetivo de miRNA pueden resultar en el escape de la degradacién
por miRNA (Reddy, K. B., 2015).

2. Regulacion epigenética de la expresion de miRNAs: la hiper e hipometilacion presentan un
papel importante en la influencia de la actividad de los genes de miRNA ya que estos, sobre
todo los que se encuentran localizados cerca de las islas CpG, suelen estar mas afectados por
los mecanismos de metilacion (Reddy, K. B., 2015). Por otro lado, en las lineas celulares la
inhibicién de DNMTs da lugar a la desmetilacién del DNA, lo cual lleva a |la expresion reactivada
de ciertos miRNAs (Baer, C., et al., 2013).

3. Defectos en las vias de biogénesis de miRNA: ya nombrado anteriormente, la desregulacion
de DROSHA y DICER, enzimas involucradas en la biogénesis de miRNA, tienen un papel claro
en el cdncer, pues generan defectos en el procesamiento de los miRNA.

1.4.3. Significado de la desregulaciéon de los miRNA
Alo largo de diversos estudios se ha observado que la expresion alterada de miRNA contribuye
a la tumorogénesis, ya sea por regulacion de un oncogen como de un gen de supresion tumoral
(Visone, R., & Croce, C. M., 2009). La primera vez que se observo este hecho fue con la sobreexpresion
de miR-155, relacionada con diferentes tipos de linfomas, como el de Hodgkin (Eis, P. S. et al., 2005).

Ademas, estos miRNA pueden modular la expresion de proteinas relacionadas con el ciclo
celular, que regulan directamente la vida o muerte de las células. Como ejemplo encontramos
miR221/22, sobreexpresados en muchos tumores, cuyos objetivos son las proteinas p27 y p57,
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reguladores negativos del ciclo celular que se unen al complejo Cdk/ciclina inhibiendo el cambio de
fase G1/S (Visone, R. et al., 2007; Fornari F. et al., 2008). A su vez, también existe miRNA regulados a
la baja que controlan el ciclo celular por reduccién de los niveles de ciclina y/o Cdk.

Finalmente, muchos miRNA han sido relacionados con las etapas tardias de tumorogénesis,
progresidn y metastasis. Entre ellos, encontramos miR-21 y miR-10b. Por ejemplo, miR-21 funciona
como oncogen contribuyendo al proceso de tumorogénesis por la regulacion del gen supresor tumoral
TMP1, involucrado en la migracion celular. Adicionalmente, ciertos estudios aseguran que la supresion
de miR-21 en ciertos canceres, disminuye la invasién y metastasis (Visone, R., & Croce, C. M., 2009).

1.4.4. miRNA en el carcinoma cutaneo de células escamosas (cSCC)

Si bien se sabe que los miRNA juegan un rol muy importante en los procesos mencionados
anteriormente, se ha observado que particularmente en el caso de cSCC existe ciertos tipos de miRNA
gue también se encuentran desregulados, al alza o a la baja. Esto hace de los miRNA una interesante
herramienta diagndstica y terapéutica a investigar. En las tablas 3 y 4 se mencionan diversos miRNA
desregulados que se encuentran en la literatura.

miRNA infraexpresado Funcion Referencia
MiR-1. Inhibe la proliferacion e incrementa la Fleming, J. L. et al., 2013
apoptosis en lineas celulares de cSCC.
MiR-34 Media la accion de p53 en la detencidn Lefort K, Brooks Y, Ostano P et al., 2013; Yu, X., & Li,

del crecimiento, senescencia y apoptosis, Z.,2016)
asi como la transicion epitelio-
mesenquimal

MiR-124/214 regulan proteinas quinasas activadas por Yamane K., et al. 2013
mitégeno, ERK1 y ERK2, las cuales median
la proliferacién celular anormal en CCE.

MiR-125b Suprime la proliferacion, formacién de Xu N. et al., 2012
colonias, migracion y capacidad invasiva
de las ¢SCC in vitro, siendo su objetivo
MMP13 (matriz metalopeptidasa 13)

MiR-193b/365a Inhibe carcinogénesis por represion de Gastaldi C. et al., 2014; Yu, X., & Li, Z., 2016
KRAS y MAX
MiR199a Inhibe la proliferacion y migracion de las Wang SH. et al., 2014

células de cSCC por unién a CD44 y regula
la interacciéon CD44-Ezrin

MiR-361-5p Reprime la expresion de VEGFA Kanitz A. et al., 2012

MiR-483-3p Pro-apoptdtico, uniéndose a diferentes Bertero T. et al., 2013
genes anti-apoptéticos como API5 o RAN

MiR-497 Induce la reversién del proceso MET Mizrahi, A. et al., 2017

(transicion epitelio-mesenquimal) siendo
SERPINE-1 su objetivo

Tabla 2. Representacion de ciertos miRNA infraexpresados segun la literatura actual en cSCC. Se
muestra su funcion habitual y la referencia.
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miRNA sobreexpresado Funcion habitual Referencia

MiR-205. Reprime SHIP2 por ser su objetivo (SHIP2  Yu J. et al., 2008
induce apoptosis)
MiR-21 Indispensable para la migracion de Bertero T. et al., 2011

queratinocitos y reepitelizacidn de la piel
durante el saneamiento de heridas

cutaneas

MiR-31 Regula la motilidad celular y la capacidad WangA, et al., 2014
de formacién de colonias de las células
tumorales

MiR-365 Siendo su objetivo NFIB puede funcionar ~ Zhou M. et al., 2014

en la represién de la transformacién
carcinogénica en los tejidos normales de
la piel, mediar la detencién de G1y la
siguiente apoptosis en células de CSCC
malignas.

Tabla 3. Representacion de ciertos miRNA sobreexpresados segun la literatura actual en cSCC. Se
muestra su funcidn habitual y la referencia.

2. OBIJETIVO

Se cree que ademas de las diferencias clinicas, anatdmicas o histopatoldgicas entre los
diferentes estadios en la progresion del carcinoma escamoso de piel (cSCC), debe haber también
diferencias a nivel transcriptdmico, concretamente a nivel de microRNAs (miRNAs). La identificacién
de estos miRNAs diferencialmente expresados en funcién del grado de diferenciacién del tumor puede
tener interesante valor prondstico o predictivo.

El objetivo principal del presente proyecto es definir un perfil de expresidn de los miRNAs y
analizar las diferencias transcriptdmicas de los mismos para correlacionar las diferencias observadas
entre las distintas fases en la progresién del cSCC. Este resultado se obtendrd a partir de los datos
generados con la plataforma de HTG EdgeSeq mediante el panel Whole Transcriptome Assay (WTA) a
partir de muestras de pacientes con diferentes estadios de cSCC teniendo en cuenta factores como
podrian ser su tiempo de evolucidn, localizacion, clasificacion o tipo de exposicidn solar. A su vez, el
anadlisis diferencial de datos se realizard con el lenguaje de programacién R, teniendo un enfoque
estadistico éste. Se espera encontrar diferentes miRNAs expresados en funcién del grado de
progresion del tumor lo cual nos ayudara a entender las diferencias que existen en los estadios
mencionados.

3. MATERIALES Y METODOS

Se detallan los materiales y métodos a continuacién, entendiendo por materiales las muestras
utilizadas y el criterio de seleccién de pacientes y, por métodos, la plataforma HTG EdgeSeq asi como
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el secuenciador utilizado y los modelos estadisticos de los cuales se ha hecho uso para interpretar los
resultados.

3.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

El estudio se llevé a cabo con muestras de 24 pacientes del Biobanco del Instituto Valenciano
de Oncologia (Biobanco IVO), haciendo uso de muestras de tejido fijado con formalina y embebido en
parafina, también conocido como FFPE en diversos pacientes que presentaban carcinoma escamoso
de piel en diferentes estadios de su progresion y distintas localizaciones. Los pacientes fueron
comunicados del propdsito del estudio y firmaron un consentimiento informado. Las caracteristicas
de los pacientes se encuentran recogidas en la tabla 4 y se citan a continuacién. La edad mediana fue
de 75,5 afios (con rango 45-93). El sexo predominante fue el masculino con 21 pacientes (91,3 %) y la
mediana del tamafio del tumor estuvo en 25 mm (con rango 10-300) con un tiempo de evolucién de
5 meses (con rango 2-50) y una velocidad de crecimiento mediana del mismo de 6 mm/mes (con rango
1,7-16,7).

En referencia al estadio mostrado por los pacientes, 5 de ellos (20,83 %) presentaban
gueratosis actinica (control), 10 de ellos (41,67 %) carcinoma inicialmente invasivo, 6 (25 %) carcinoma
de alto riesgo no metastasico y 3 (12,5 %) carcinoma metastasico. Segun el estadio clinico al
diagndstico (TNM, siendo tumor-nodo-metastasis), se determiné un total de 3 casos (13,04 %) en los
gue se presentaba invasion tumoral del maxilar, mandibula, érbita o hueso temporal y metastasis en
un Unico ganglio linfatico ipsilateral al tumor de 3 cm o0 menos en su mayor dimensién, sin haber
metdastasis a distancia (T3N1MO). En cuanto al grado de diferenciacidn, 7 pacientes (29,17 %)
presentaban un tumor bien diferenciado. La localizacién predominante corresponde al cuero
cabelludo, con un total de 8 muestras (33,33 %), aunque se tiene en cuenta que 5 del total de 8 casos
corresponden a queratosis actinica.

También se hace referencia en la tabla 5 a las caracteristicas anatomopatoldgicas. Se muestra
pues el intervalo libre de progresién (ILP), entendiendo por el mismo el rango de tiempo que
transcurre desde el momento de la cirugia hasta el momento de la recaida o de la ultima revisién. La
mediana del ILP correspondiente a aquellos pacientes que presentan una recaida es de 10,7 meses
con un rango de 3-19,7 meses. Otro parametro al que se hace referencia, ya mencionado con
anterioridad, es la velocidad de progresién del tumor, pues se ha visto que aquellos tumores que han
progresado mas rapido en menos tiempo tienen un peor factor tanto prondstico como de
supervivencia. La mediana de la velocidad de crecimiento corresponde a 6 mm/mes. La progresion
nos muestra si el paciente progresa hacia una recaida o si no lo hace. En este sentido el 37,5 % de los
pacientes, es decir, un total de 9 pacientes muestra recaida. En cuanto a la supervivencia global (SG),
tiempo transcurrido desde la cirugia hasta el fallecimiento o la dltima revision, se presenta una
mediana de 21,2 meses con un rango de 6,1-39,7 meses. Finalmente, en referencia a los exitus, se
muestra si el paciente fallece o no. El 33,33 % de los pacientes fallece, es decir, 8 del total de 24. Todos
los datos mostrados en la tabla, correspondientes a supervivencia global y periodo libre de progresion
estan actualizados a fecha de 3 de junio del presente afio.

A continuacidn, se citan las caracteristicas de cada uno de los grados en el estado TNM al momento

del diagnéstico:
e T1NOMO: se refiere al carcinoma de menos de 2 cm en su didmetro mayor de extensién con
menos de dos factores de riesgo (T), sin existencia de metdstasis en los ganglios linfaticos

regionales (N) ni metdstasis a distancia (M).
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e  T2NOMO: se refiere al carcinoma de mas de 2 cm en su didmetro mayor o tumor de cualquier

tamafio con mas de dos factores de riesgo (T) sin metastasis en los ganglios linfaticos

regionales (N), ni metdstasis a distancia (M).

e T3NOMO: se presenta invasién tumoral del maxilar, mandibula, érbita o hueso temporal (T).

No existen metdstasis en los ganglios linfaticos regionales (N) o metdastasis a distancia (M).

e T3N1MO: existe invasidon tumoral del maxilar, mandibula, érbita o hueso temporal (T), asi

como metastasis en un Unico ganglio linfatico ipsilateral al tumor de 3 cm o menos en su

mayor dimension (N) pero sin metastasis a distancia (M)

Variables N % Mediana | Rango (min-mdx)
Sexo Masculino 21 91,30 - -
Femenino 3 13,04 - -
Edad (afios) 24 - 75,5 45-93
Tiempo de evolucion (meses)* 19 - 5 2-50
Tamaiio del tumor (mm)* 19 - 25 10-300
Velocidad de crecimiento (mm/mes) * 24 6 1.7-16.7
Supervivencia (meses) ** - - 21,2 6.1-39.7
G1 bien diferenciado 7 29,17 - -
G2 moderadamente
, L diferenciado 9 37,50 i i
Grado de diferenciacion
G3 pobremente diferenciado 3 12,50 - -
KIN 5 20,83 - -
TINOMO 6 26,09 - -
Estado TNM en el T2NOMO 4 17,39 - -
diagndstico * T3NOMO 5 21,74 - -
T3N1IMO 3 13,04 - -
Queratosis actinica 5 20,83 - -
Carcmor.na m{c:almente 10 41,67 i i
Clasificacion de riesgo - invasivo -
Carcinoma de alto riesgo no
. . 6 25,00 - -
metastdsico
Carcinoma metastdsico 3 12,50 - -
Frente 2 8,33 - -
Cuero cabelludo 8 33,33 - -
Canto interno 1 4,17 - -
Mejilla derecha 2 8,33 - -
Localizacion Térax L 4,17 - -
Malar izquierdo 1 4,17 - -
Sien derecha 4 16,67 - -
Sien izquierda 2 8,33 - -
Labio inferior 2 8,33 - -
Vulva 1 4,17
Exitus No 16 66,67 - -
Si 8 33,33 - -

Tabla 4. Tabla resumen de las caracteristicas propias de los pacientes recogidos en el estudio. Se

muestra en cada variable el subtotal de pacientes tenidos en cuenta (N). * se tiene en cuenta tan solo

a los pacientes que presentan tumor. ** se tiene en cuenta tan sélo a los pacientes que sufren una

recaida




° < Velocidad de
PA CI:II::NTE MUESTRA ILP (meses) * PROGI:ESION SG ** EXITUS ** crecimiento
(mm/meses) ***
1 CEP1 3 Si 6,1 Si 7,5
2 CEP2 15,2 Si Actualidad No 7,5
3 CEP6 Actualidad No Actualidad No 16,7
4 CEP10 Actualidad No Actualidad No 6,3
5 CEP12 6,3 Si 7,8 Si 17,5
6 CEP20 10,7 Si 22,7 Si 6,0
7 CEP21 Actualidad No Actualidad No 10,0
8 CEP16 13,3 Si 15,7 Si 5,0
9 CEP17 Actualidad No Actualidad No 16,3
10 CEP14 Actualidad No Actualidad No -
11 CEP22 Actualidad No Actualidad No -
12 CEP13 Actualidad No Actualidad No -
13 CEP8 Actualidad No Actualidad No -
14 CEP23 Actualidad No Actualidad No -
15 CEP11 19,7 Si 19,7 Si 3,3
16 CEP9 23,3 Si 23,3 Si 1,0
17 CEP5 Actualidad No Actualidad No 11,7
18 CEP15 Actualidad No Actualidad No 4,0
19 CEP7 8,3 Si 39,7 Si 4,2
20 CEP19 Actualidad No Actualidad No 4,0
21 CEP24 10 Si 24,0 Si 4,0
22 CEP18 Actualidad No Actualidad No 4,0
23 CEP4 Actualidad No Actualidad No 1,7
24 CEP3 Actualidad No Actualidad No 6,3
Mediana 10,7 - 21,2 - 6,0
Rango (min-mdx) 3-19.7 - 6.1-39.7 - 1-17.5
Porcentaje - 37,5 - 33,3 -

Tabla 5. Presentacion de las caracteristicas anatomopatoldgicas de los pacientes incluidos en el
estudio. Se muestra para cada paciente su correspondiente numeracion en la muestra, sus propios ILP
y SG asi como la posibilidad de que el paciente presente una recaida posterior a la extirpacion del
tumor (progresion) e incluso su muerte (exitus). A la hora de calcular los correspondientes datos para
la mediana, el rango y el porcentaje: * se tiene en cuenta tan solo a aquellos pacientes que presentan
una recaia; ** se tiene en cuenta tan sélo a aquellos pacientes que fallecen; *** se tiene en cuenta tan
solo a aquellos pacientes que presentan un tumor.

3.2. Muestras

Para muestras de tejido parafinado procedente de una biopsia tumoral (FFPE), HTG EdgeSeq
con uso del panel WTA precisa 5 um de seccidn. Para llevar a cabo el protocolo, es necesario un area
minima de 12,5 mm? de tejido tumoral en un portaobjetos en el cual haya presente un minimo de un
80% de células tumorales. Ademas de este cristal, se necesita otro con una tincién de Hematoxilina-
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Eosina (H&E), sobre el cual un especialista en anatomia patoldgica habra estudiado la muestra para
definir la zona con mayor porcentaje de células tumorales. Esta zona serd marcada y medida con una
regla para asi calcular el drea. La funcién de este cristal tefiido es simplemente hacer de guia para la
obtencién de la muestra en el cristal sin tincién a partir de una cuchilla. Como control se hace uso de
ARN total de cerebro humano (human brain total RNA (Thermofisher ®)). Dicho control se dispone por
triplicado a partir del mismo lisado para asi comprobar la reproducibilidad del aparato.

3.3. HTG EdgeSeq, Whole Transcriptome Assay

El sistema HTG EdgeSeq (HTG Molecular Diagnostics, Inc., Tucson, AZ) se basa en una
plataforma automatizada que, junto con la secuenciacion de préxima generacion (NGS) permite la
preparacion de librerias a partir de un reducido tamafio de muestra y evitando, ademas, el proceso de
extraccion.

La totalidad del proceso, desde la manipulacién de la muestra hasta la obtencidn de la libreria,
dura aproximadamente 36 horas, siendo el tiempo de mano de obra de 3 a 4 horas. Esta tecnologia
reduce la cantidad de muestra necesaria y disminuye los sesgos asociados a la extraccién y
manipulacion del material, asi como la pérdida de muestra, obteniendo como resultado un analisis
rapido, fiable y reproducible. Ademas, la tecnologia HTG EdgeSeq genera una biblioteca de perfiles
moleculares para la deteccion mediante la secuenciacidon de la préxima generacion (NGS). NGS
proporciona sensibilidad y rango dindmico mejorados para los ensayos HTG EdgeSeq (HTG Molecular,
nd).

En funcién de la finalidad del ensayo se hace uso de diferentes paneles, que analizan la
expresion de diversos genes. En este caso, se hizo uso del panel WTA (Whole Transcriptome Assay)
por el cual se llega a medir la expresion de 2.083 transcritos de miRNA humano, simultdnea y
cuantitativamente. En este ensayo se utiliza muestras de tejido parafinado, aunque el sistema es
igualmente compatible con biofluidos y lineas celulares, pudiendo obtener un perfil de miRNA
circulante a partir de 15 pl de plasma o suero. Se ha de tener en cuenta que su uso se limita a la
investigacion, nunca se utilizara para fines diagnésticos (HTG Molecular, nd). Este andlisis se realiza
mediante la deteccion cuantitativa de la expresién de 2.083 transcritos de miRNA humanos utilizando
la quimica gNPA (quantitative Nueclease-Protection Assay) para capturar los transcritos expresados.
A continuacidn se muestra los fundamentos del sistema en la figura 9.

N N2 at 0r Next s ) Darta Parsing

20 hours 2 hours 1-3 hours 6-10 hours 15-30 minutes

' Q ’ H
=
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Figura 9. Esquema de flujo de trabajo del sistema HTG EdgeSeq. (A) En primer lugar se prepara la
muestra (~4 h), para luego, (B-C) realizar la libreria (~22 h). (D) Tras ello, se cuantifican y los datos se
normalizan (~1-3 h) para (E) llevar a cabo la secuenciacion NGS (~6-10 h). (F) El proceso finaliza con el
andlisis de datos (~15-30 min). Obtenido de HTG Molecular Diagnostics, Inc.
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3.3.1. Procesado de las muestras FFPE

En primer lugar, se obtienen las muestras de los tejidos FFPE. Para ello, se comparan los dos
cristales del mismo paciente a fin de que el tefiido con H&E sirva de guia para rascar en la zona con
mayor porcentaje tumoral que, como se ha explicado, ha sido sefialada previamente por un patélogo.
Una vez se ha rascado con el bisturi parte del tejido, se introduce en un tubo eppendorf, preparado y
rotulado previamente. Es de suma importancia minimizar la pérdida de muestra: por la tapa del tubo,
por las paredes, fuera del mismo tubo, etc. ya que es una capa de 5 um y por lo tanto, es muy ligera.
Para ello se retira con cuidado cualquier exceso que haya podido quedar en el bisturi, paredes o tapa
facilmente con una punta de pipeta. Si fuera necesario rascar diferentes secciones de muestra, todas
ellas han de depositarse en el mismo tubo. Al acabar, el bisturi se deposita en contenedores de riesgo
bioldgico.

Antes de pasar a la siguiente muestra, se ha de medir el drea rascada en mm? para poder
calcular qué cantidad de reactivos (tampodn de lisis y proteinasa K) se han de afiadir posteriormente,
al acabar de rascar las muestras. El volumen del tampdn de lisis viene especificado en el kit de HTG
(HTG EdgeSeq Sample Prep Pack) y corresponde a 35ul por cada 12,5 mm? de muestra; mientras que
la proteinasa K se encuentra en relacidn 1:20 con el tampdn de lisis. Es decir, por cada 12,5 mm? de
muestra, se corresponde 1,75 ul de proteinasa K.

Una vez las muestras han sido rascadas y se encuentran en los correspondientes tubos, se
afiade el tampdn de lisis en la proporcion calculada. A continuacidn, se afiade a cada muestra 500 pl
de aceite de desnaturalizacién para evitar el evaporado de estas en la incubacidon. De modo que, tras
afadir el aceite de desnaturalizacidn, sin previo vértex se centrifugan las muestras 1 minuto a maxima
velocidad para una correcta separacidn de las fases: la fase de bajo seria una fase acuosa formada por
el tampdn de lisis y la muestra de interés mientras que en la fase de arriba se espera haber disuelto la
parafina y retirado otros componentes orgdnicos, ademas de encontrar el aceite desnaturalizante
protegiendo de la evaporacion. Se incuba, sin agitacion, durante 20 minutos a 952C. Al acabar, se
enfria a temperatura ambiente 10 minutos y se afiade en la fase inferior la cantidad de proteinasa K
calculada a la muestra, mezclando cuidadosamente con la pipeta. Tras ello se incuban las muestras
durante 3 horas a 502C agitando. Durante este tiempo la proteinasa K elimina restos de proteinas que
puedan interferir en el analisis.

Mientras las muestras se estan incubando, se introduce la placa correspondiente al WTA en
el sistema de HTG y se prepara el material necesario. Se necesita: una placa donde se introducen las
muestras (Sample Plate), otra placa donde se recoge las muestras después del proceso (placa Stop o
Stop Plate), el pack de reactivos y los consumibles, que son puntas que utilizarad la maquina durante el
ensayo.

3.3.2. Procesador HTG EdgeSeq
El procesador HTG EdgeSeq se encarga de seleccionar los miRNA de interés y fabricar una
genoteca que sera posteriormente secuenciada. La fabricacién de esta genoteca se da por la
sustitucion de cada uno de los transcritos por sondas sintéticas. El proceso, altamente automatizado,
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carece de paso de extraccion y se compone de un ensayo de proteccidon por nucleasas (QNPA) y
posterior preparacién de la genoteca de los miRNA de interés para la secuenciacién. Desde que se
introduce la placa hasta que se obtiene el resultado, dura aproximadamente 20 horas, teniendo en
cuenta pequenas diferencias en funcién del nimero de muestras. El proceso es detallado a
continuacion.

3.3.2.1. Ensayo de proteccidn por nucleasas (qNPA)
La tecnologia de proteccidn por nucleasas (QNPA) es utilizada para la identificacién y medida de la
expresion génica de los miRNAs de interés.
A partir de los lisados de las muestras que se han obtenido previamente, se dispensa un volumen de
25 plL de cada uno en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Sample Plate). La Sample Plate se coloca
en el procesador HTG EdgeSeq junto con los reactivos proporcionados por HTG (HTG EdgeSeq Reagent
Pack) (aceite de desnaturalizacidn, sondas de proteccidén para el panel WTA, solucién de digestion y
solucion basica) y las puntas, para asi realizar el ensayo gNPA. Tanto la Sample Plate como los reactivos
tienen un cédigo de barras propio que, una vez escaneado, facilita su trazabilidad.
El proceso comienza con la adicion del aceite de desnaturalizacidn para asegurar la proteccion de las
muestras y asi evitar que estas se evaporen. A continuacién, se anaden las sondas de proteccién para
la nucleasa. Las sondas de proteccién estan configuradas por 50 nucleétidos complementarios a cada
uno de los transcritos del panel WTA. A su vez estan flanqueadas por unos cebadores universales
(wings) de 25 nucledtidos cada uno. Se afiaden los oligonucleétidos wingman, cebadores reversos
complementarios a wings (figura 10, a) a fin de llevar a cabo la formacidn del heteroduplex y proteger
el miRNA diana asi como wings de la digestidn con la nucleasa S1. En este momento el calor prepara
y permite la hibridacidon de las sondas al miRNA. Tras esta hibridacion, se afiade la nucleasa S1, la cual
degrada las sondas y el miRNA que no se haya hibridado (figura 10, b). La reaccion enzimatica es
retenida por la solucién de parada o stop y por el calor, inactivando la nucleasa S1 y eliminando el
miRNA hibridado, asi como los cebadores wingman, dejando Unicamente las sondas de proteccion
junto con los cebadores wings, correspondientes al miRNA diana expresado (figura 10, c).

Figura 10. Fundamento de la tecnologia HTG EdgeSeq. a. Hibridacion de las sondas protegidas al
miRNA. b. Degradacion de los dcidos nucleicos sobrantes. c. Eliminacion del miRNA d. Amplificacion
del material con primers especificos marcados con cddigos de barras. e. Resultado final. Obtenido de
HTG Molecular Diagnostics, Inc.
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3.3.2.2. Fabricacion de la genoteca: etiquetado y adaptadores.

Una vez llevado a cabo la qNPA se procede a trabajar en la Stop plate, placa de 96 pocillos en
la cual el procesador HTG EdgeSeq ha dispensado el resultado de la gNPA. Se recuerda que el resultado
de la gNPA son las sondas protegidas obtenidas y denominadas por el mismo sistema. A continuacién,
se deja atemperar con el fin de obtener la libreria de sondas (figura 9, A-C).

Mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevara a cabo la amplificacion del
material, haciendo uso de una pareja de primers (forward y reverse) especificos, es decir, con un
codigo de barras Unico (barcode) para cada individuo, ademas de adaptadores para la union de la
sonda y un fragmento complementario para la secuencia de los protectores (wings). Como control
negativo se hace uso de blancos de la PCR. Esto se consigue mediante la preparacion de la placa donde,
cada columna marcada con un numero del 1 al 12 corresponde a un forward especifico y cada fila con
letras de la A a la H a un reverse especifico. Asi se obtiene una placa en la que cada muestra colocada
en un pocillo obtendra una combinacion diferente. Por lo tanto, en primer lugar, se prepara el mix de
reaccion, para lo cual se pipetean 150 pl de NEB OneTaq®HotStart 2X Master Mix GC buffer, mas 60
ul de molecular grade water y 30 ul del primer forward. Dado que hay 12 primers forward, se prepara
un maximo de 12 mix de reaccion. Seguido al mix de reaccion, se afiade 24 ul de éste junto con 3 ul
de la muestra de la qNPA a la placa de reaccidén de PCR (columnas 1-12). Finalmente, se afaden 3 pl
de los 8 tipos de primer reverse (A-H). En cada pocillo se pipetea un total de 30 pL..

La PCR se corre segln se indica en el protocolo proporcionado por HTG EdgeSeq:

95°C for 4 minutes

16 - 20 cycles of:

95°C - 15 sec

56°C - 45 sec

68°C - 45 sec

68°C for 10 minutes
Hold @ 4°C

LA S I

Figura 11. Esquema del ciclo de PCR para la amplificacion del material. Se indica el rango de ciclos,
temperaturas y tiempos correspondientes para llevar a cabo una correcta amplificacion del material.
En el presente ensayo se realizan un total de 20 ciclos.

Una vez se ha realizado la amplificacidon del material, se procede a purificar la genoteca con el
fin de eliminar el exceso de primers y contaminantes y realizar una PCR cuantitativa (qPCR) de forma
gue se podra determinar la concentracién de sondas en cada paciente. Para ello, se purifica haciendo
uso de perlas magnéticas con el Kit Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter). Se transfieren 15
ul de cada producto de la PCR a una placa nueva, se afiaden 37,5 ul de bolas magnéticas por cada
pocillo y se incuba en el agitador a 1800 rpm y a temperatura ambiente durante 5 minutos. Tras esto,
se coloca la placa sobre un soporte magnético durante 3 minutos para recoger las bolas magnéticas
que formardn un pellet visible. Se retira el sobrenadante sin remover el pellet que es lo que nos
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interesa, ya que en este se encuentran las bolas magnéticas pegadas a las sondas por afinidad.
Seguidamente se realizan dos lavados con 200 pL de etanol al 80%, se retira la placa del soporte
magnético y se deja secar a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 minutos. Cuando se
ha secado, se afiladen 40 pl de tampdn TE 1x, con pH 8, y se agita de nuevo a 1800 rpm durante 5
minutos mds y al acabar, se vuelve a colocar sobre un soporte magnético para separar de nuevo las
bolas magnéticas, transfiriendo 30 pl de sobrenadante, el cual contiene la muestra de interés
purificada, de cada pocillo a una nueva placa.

Se procede tras la recuperacion del sobrenadante a la normalizacidn de las muestras como se
cita a continuacion.

3.3.2.3.  Cuantificacién y normalizacion: HTG software
La tecnologia MiSeq (lllumina) precisa de 20 pM de concentracién. Por ello, se hace necesario

conocer la concentracion de cada una de las muestras. Este proceso se lleva a cabo mediante ABI 7500
Fast Real-Time PCR System haciendo uso del KAPA Library Quant Kit (Illumina) Universal gPCR Mix.
Para ello se realizan dos diluciones seriadas 1:100 tal que la primera:

- Se afiade 297 pL 10 mM Tris/0,05% Tween a cada pocillo de la placa de diluciéon 1:100

- Acontinuacién, se anade 3 pL de la libreria purificada obtenida en el paso anterior a cada uno

de los pocillos

- Se procede a mezclar con una pipeta de 200 pL
La segunda dilucién 1:100 se obtiene a partir de la primera dilucidon para obtener una dilucién final
1:10.000, ya que la gPCR trabaja a dicha dilucion. Se tiene en cuenta posteriormente que cualquier
concentraciéon obtenida debera ser multiplicada por 10.000.
Acto seguido, se prepara la mezcla de la gPCR para lo cual se adiciona:

=> MasterMix 2X: 10 uL
Primers 10X: 2 uL
ROX (Ref. pasiva) 0,4 pL
H20: 3,6 uL

Volumen a calcular de muestra:

N N

0 Muestra de pacientes
o Estandar (STD). Se hace uso de 6 STD siendo estos 20, 2, 0.2, 0.02, 0.002 y 0.0002
pM

Se utilizan los estandares por triplicado, asi como dos blancos: uno de la PCR (control negativo de la
amplificacion) y otro de la gPCR (control negativo de la cuantificacion).
Realizada la cuantificacién se normaliza la genoteca para asegurar que todas las muestras presentan
una concentracion homogénea de entrada al secuenciador. Para ello, se introduce el Excel obtenido
en la cuantificacion en el HTG EdgeSeq Library Calculator, el cual nos devuelve la cantidad de muestra
a afiadir a la libreria. Llegados a este punto, se juntan en un mismo pocillo, gracias a que cada paciente
ha sido marcado, previamente en la PCR, con un cddigo de barras especifico.

3.3.3.  Secuenciacion con MiSeq System (lllumina) y ensamblaje de lecturas

El andlisis de la secuencia de las muestras se realizara con la plataforma de lllumina MiSeq,
después de haber obtenido la libreria con el HTG.
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Para la reaccion de secuenciacién es necesario preparar un control de DNA para verificar el
resultado. Para ello, se descongela PhiX 10 nM del kit de reactivos de Illlumina y se diluye a 4nM
combinando 2 pul de la solucion anterior con 3 ul de TE (Tris-HCI pH 8.0 + EDTA). Seguidamente, se
prepara una disolucién de 0,2 N de NaOH mediante dilucién de 2,0 N NaOH con H,0. A continuacién,
se combinan 5 pl de cada reactivo en un nuevo tubo agitando en un vértex y centrifugando a 280g
durante un minuto. Después, se deja reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos para
conseguir una completa desnaturalizacion de la libreria. El siguiente paso consiste en afiadir 5 pl de
TE repitiendo el vortex y el centrifugado. Como resultado, se obtiene un control de DNA a una
concentracion de 20 pM.

Seguidamente se desnaturaliza la libreria siguiendo las especificaciones de Illumina. Se afiade
2,0 N NaOH en funcion del volumen total, se homogeneiza con un vértex y centrifuga 1 minuto a 280g.
Tras esto se mantiene a temperatura ambiente durante 8 minutos para una correcta desnaturalizacion
de la libreria. Después, se afiade el tampdn HT1 y, finalmente, se pipetea el mismo volumen de 2,0 N
HCI que el afiadido previamente de NaOH.

Una vez preparada la libreria, se le afladen 24 ul del control PhiX. Obtenemos un volumen final
de 600 pl, por lo que el porcentaje de control en la muestra es de un 4%, parametro necesario para
verificar si la secuenciacién se ha realizado correctamente. Cuando la solucién de secuenciacidn esta
completa, se realiza una desnaturalizacion térmica durante 4 minutos a 982C y se enfria de manera
inmediata en hielo durante 5 minutos. Finalmente, se cargan los 600 ul de libreria desnaturalizada al
cartucho de secuenciacidny se introducen en el secuenciador de MiSeq®. Para este tipo de andlisis se
necesita un minimo de 500.000 lecturas por cada muestra.

El secuenciador MiSeqg® de Illumina utiliza tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS), que
utiliza la amplificacion clonal in vitro por medio de una PCR en puente.

Finalizada la secuenciacién se obtienen archivos FASTQ los cuales se cargan en el software
analizador de datos HTG EdgeSeq, el HTG Parser Software. El sistema de HTG EdgeSeq es capaz de
generar perfiles cuantitativos de la expresidon a partir del FASTQ y de la hoja de registros de las
muestras generada por el sistema donde se encuentras las secuencias de los transcritos analizados.
Asi, los archivos FASTQ se alinean con estas secuencias mediante el sistema Bowtie2, incorporado en
la plataforma HTG, el cual es un alineador de secuencias. Asi, mediante el alineamiento de secuencias
se lleva a cabo un conteo de los transcritos expresados y se acaba generando una tabla final en la cual
se muestra el numero de transcritos expresados para cada miRNA analizado en cada paciente.

Este sistema es una herramienta sencilla y poco compleja que nos permite tener andlisis de
expresion en poco tiempo.

3.3.4.  Andlisis de datos
Mediante el andlisis estadistico de los resultados se pretende determinar cuales son los
miRNAs diferencialmente expresados en los diferentes estadios de la progresion en el carcinoma
escamoso de la piel. Para el mismo, se hace uso de R, lenguaje de programacion para enfoques
estadisticos.
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A fin de conocer los diferentes clusters de miRNAs agrupados espacial y diferencialmente en
las muestras se realiza un analisis de componentes principales (PCA).

El analisis de la expresion diferencial fue realizado en R mediante el paquete DESeq2 de
Bioconductor. Este paquete nos permite observar las diferencias de expresion génica significativas a
partir de una matriz de datos kj; (siendo i una fila para cada gen y j una columna para cada muestra) a
la cual se le aplica una distribucidn negativa binomial. Para normalizar los datos se hace uso de una
median-transformation. DESeq2 realiza una estimacidn de la dispersion a partir de la cual se conocen
diferencias en la expresion. La significatividad se obtiene por el test Wald, con el p-valor ajustado por
Benjamini y Hochberg. Se asume que el logfoldchange entre las muestras comparadas para la
expresion es cero (hipdtesis nula) y se consideran significativos los datos con p-valores ajustados
menores que 0,01 (<0,01).

El clustering es realizado aplicando la Distancia Manhattan, por el cual se aplica un algoritmo

de agrupamiento jerarquico estandar a los datos de expresion de los diferentes pacientes, corrigiendo
el sesgo de las lecturas. Se observan heat maps para su representacién grafica.
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4. RESULTADO Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Secuenciacion de los perfiles de expresion

A partir de la secuenciacién por la plataforma HTG EdgeSeq (HTG Molecular Diagnostics, Inc.,
Tucson, AZ) y MiSeq System (lllumina) se obtiene un listado con los transcritos disponibles en el panel
WTA y el nimero de veces que aparecia por cada paciente. Haciendo uso de este listado se procede
al analisis estadistico.

4.2. Analisis descriptivo

4.2.1. Analisis de componentes principales
Se realiza un analisis de componentes principales (PCA) a fin de observar cuales son los genes
mas representativos para cada clase de estadio en la progresion del cSCC. Estos genes se agrupan en
clusters en funcién de su relacidon y permitiendo separar los estadios en relacion a su expresidn génica.
Teniendo en cuenta el fundamento de la técnica, la mayor parte de viabilidad debe estar explicada
por la primera componente principal (PC1) para que el PCA realmente sea fiable. En la figura 12 se
muestra el grafico de calidad correspondiente a tal afirmacién.
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Figura 12. Grdfico de calidad del PCA. Se muestra la varianza (eje Y) explicada por cada una de las
diferentes componentes principales (eje X) siendo la primera componente principal la que explica la
mayoria de la varianza del ensayo.

Los resultados nos muestran diferencias significativas entre la queratosis actinica (lesidn
premaligna) y el resto de estadios (carcinoma inicialmente invasivo, carcinoma de alto riesgo no
metastdsico y carcinoma metastasico). Entre estos Ultimos no se muestran diferencias significativas
en el analisis de componentes principales, debido a que no se pueden formar clusters evidentes. Se
referencian estos resultados en la figura 13.
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Figura 13. Andlisis de componentes principales de la matriz de expresion para los 24 pacientes
analizados. a. En azul los pacientes con queratosis actinica frente al resto de etapas en verde. b. En
azul el carcinoma inicialmente invasivo frente al resto de etapas en verde. c. En azul el carcinoma de
alto riesgo no metastdsico frente al resto de etapas en verde. d. En azul el carcinoma metastdsico
frente al resto de etapas en verde. Tan sélo en el caso de la queratosis actinica se observa la formacion
de un cluster claramente diferenciado y especifico.

Puesto que la queratosis actinica es una lesidn pre-maligna o benigna al cSCC, sus
caracteristicas anatomopatoldgicas difieren del resto de manifestaciones -tanto que no muestra
ningun tipo de dificultad en ser reconocida y diferenciada por los dermatdlogos-, por lo que es
evidente que en el PCA se va a observar un cluster propio, diferenciado de las fases de cSCC (que si
gue muestran mas caracteristicas comunes entre si). Tal y como se mencionard mds adelante, asi
como por los resultados observados en el PCA, las diferencias observadas entre la queratosis actinica
y el resto de estadios, da lugar a un sesgo muy acusado en los resultados de la expresién diferencial.
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Para minimizar este sesgo se realiza un estudio paralelo eliminando las muestras
correspondientes a la queratosis actinica y se observan los resultados. En el caso del PCA, se siguen
sin observar diferencias significativas entre el carcinoma inicialmente invasivo, el carcinoma de alto
riesgo no metastasico y el carcinoma metastasico, tal y como se observa en la figura 14. A continuacién
se prosigue a mostrar y discutir los resultados procedentes del analisis excluyente de AK por ser mas
representativos.

" b.
- -
R .
o o
.
L ‘ .
a ® L
| .
® .
.
CF
L]
.
C.

Figura 14. Andlisis de componentes principales de la matriz de expresion eliminando los 5 pacientes
que presentaban queratosis actinica. a. En azul el carcinoma inicialmente invasivo frente al resto de
etapas en verde. b. En azul el carcinoma de alto riesgo no metastdsico frente al resto de etapas en
verde. c. En azul el carcinoma metastdsico frente al resto de etapas en verde. No se observa la
formacion de clusters diferenciados y especificos para ningun estadio.

4.2.2. Agrupamiento jerarquico y analisis de la expresion
Con el fin de buscar los patrones de expresion caracteristicos de cada fase y observar las
diferencias entre los diferentes estadios de la progresién de cSCC se realizd un agrupamiento
jerdrquico por clustering no supervisado con los datos de los pacientes. Se tiene la exclusién de los
pacientes con queratosis actinica en las muestras, contando con un total de las mismas de N=19.
Encontraremos dos tipos de casos: el estadio analizado en azul y el resto de manifestaciones en rojo.
La representacion grafica por heat maps se muestra en las figuras 15-17. Tal y como se puede observar
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en la agrupacion jerarquica del analisis no supervisado de los casos, no existe discriminacién entre los
diferentes grupos y por tanto no se puede inferir en una agrupaciéon jerarquica clara, lo cual se
correlaciona con los resultados obtenidos en el PCA, concretamente con la no formacién de clusters
especificos para cada manifestacién.

Tal y como se muestra en la tabla 6, al incorporar AK en el analisis diferencial, se observa como la
misma presenta un total de 1860 miRNA diferencialmente expresados, nimero muy elevado, mientras
gue carcinoma metastdsico no presenta ninguno. Al pensar que este hecho puede distorsionar los
datos, se decidié llevar a cabo un estudio paralelo sin tener en cuenta AK, como ya se ha mencionado,
siendo este Ultimo el que se muestra a lo largo de la discusion de los datos. En este contexto, el sesgo
introducido por AK desaparecid y se obtienen un total de 0 miRNAs diferencialmente expresados en
carcinoma inicialmente invasivo, 46 en carcinoma de alto riesgo no metastasico y 3 en carcinoma
metastdsico. Los miRNAs diferencialmente expresados en cada estadio de cSCC (excluyendo AK en el
analisis) se adjuntan en el anexo |.
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Figura 15. Grdfico heat map de pacientes con carcinoma inicialmente invasivo frente a los pacientes

CEP11
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CEP12
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CEP20

con el resto de fases en la progresion teniendo en cuenta los 50 genes mads relevantes sin tener en
cuenta AK. Los pacientes con carcinoma inicialmente (N=9) invasivo aparecen en azul mientras que el
resto de pacientes (N=10) aparecen en rojo. Las columnas corresponden a cada una de las muestras
analizadas (N=19) y las filas al nivel de expresion normalizado de cada miRNA analizado. El rojo indica
sobreexpresion mientras que el verde indica subexpresion.
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Figura 16. Grdfico heat map de pacientes con carcinoma de alto riesgo no metastdsico frente a los

pacientes con el resto de fases en la progresion teniendo en cuenta los 50 genes mds relevantes sin
tener en cuenta AK. Los pacientes con carcinoma de alto riesgo no metastdsico (N=6) aparecen en azul
mientras que el resto de pacientes (N=13) aparecen en rojo. Las columnas corresponden a cada una
de las muestras analizadas (N=19) y las filas al nivel de expresion normalizado de cada miRNA
analizado. El rojo indica sobreexpresion mientras que el verde indica subexpresion.
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Figura 17. Grdfico heat map de pacientes con carcinoma metastdsico frente a los pacientes con el
resto de fases en la progresion teniendo en cuenta los 50 genes mds relevantes sin tener en cuenta
AK. Los pacientes con carcinoma metastdsico (N=3) aparecen en azul mientras que el resto de
pacientes (N=16) aparecen en rojo. Las columnas corresponden a cada una de las muestras analizadas
(N=19) y las filas al nivel de expresion normalizado de cada miRNA analizado. El rojo indica
sobreexpresion mientras que el verde indica subexpresion.

Grupo # de grupos # de miRNAs DE Fold Change (max-min)
Queratosis actinica 4 1860 De 5,43 a-3,2
C. inicialmente invasivo 4 1175 De 1,96 a-3,73
C. alto riesgo no invasivo 4 162 De 1,92 a-3,46
C. metastasico 4 0 -
C. inicialmente invasivo 3 0 -
(sin AK)
C. alto riesgo no invasivo 3 46 De 2,35a-1,35
(sin AK)
C. metastasico (sin AK) 3 3 De-2,16 a-2,17

Tabla 6. Representacion del numero de miRNAs diferencialmente expresados en la fase
correspondiente. Se tiene en cuenta el estudio incluyendo AK y el estudio paralelo sin ella. Se muestra
el numero (#) de grupos (4 siincluye AK'y 3 si no), el nimero (#) de miRNAs diferencialmente expresados
y el fold change de los mismos (de mdximo a minimo).
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La obtencidn de los miRNAs diferencialmente expresados se consigue por comparacion de una
de las manifestaciones frente a las demds. Se muestran ambos estudios (con inclusién de AK y sin ella)
para demostrar la desviacidn que genera la lesién pre-maligna al cSCC si se tiene en cuenta en el
mismo y asi poder continuar con los datos visiblemente menos sesgados de la segunda investigacion.
Ademads, podemos observar cdmo la mayoria de diferencias a nivel transcriptémico diferencial se
muestran entre carcinoma de alto riesgo no metastasico frente a carcinoma inicialmente invasivo y
carcinoma metastasico (habiendo un total de 4 miRNAs diferencialmente expresados). Tal vez esto
sea explicado por la hipdtesis de que el carcinoma de alto riesgo no metastasico y el carcinoma
inicialmente invasivo constituyen dos vias alternativas, tal y como se puede ver en la figura 18:
mientras que el carcinoma de alto riesgo es mds agresivo localmente, el carcinoma inicialmente
invasivo no lo es tanto, pero conduce a metdstasis. Es por ello que puede que al menos, a nivel de
miRNAs el carcinoma de alto riesgo difiera del resto de grupos.

CHRNM

Cli ™M

Figura 18. Representacion de las fases posibles en el cSCC y sus correspondientes vias. Se muestran
dos dias alternativas y excluyentes de manera que, por sus siglas en inglés, CHRNM hace referencia al
carcinoma de alto riesgo no metastdsico, lesion localmente mds agresiva que el resto, pero sin
posibilidad de producir metdstasis; Cll corresponderia al carcinoma inicialmente invasivo, mds leve a
nivel local pero con posibilidad de degenerar en CM, carcinoma metastdsico.

4.2.3. miRNAs diferencialmente expresados

En el andlisis se pudo observar miRNAs diferencialmente expresados especificos de un estadio
de cSCC y miRNAs que presentaban una expresién diferencial aumentando o disminuyendo
gradualmente ésta a lo largo de la evolucidn de cSCC. Presentando estos ultimos un valor afiadido se
decide estudiar 12 miRNAs diferencialmente expresados, por ser los mas interesantes ya que cuentan
con diferencias muy significativas facilmente contrastables entre los diferentes grados de la
enfermedad (carcinoma inicialmente invasivo versus carcinoma de alto riesgo no metastasico versus
carcinoma metastadsico). Se tuvo en cuenta Benjamin y Hochberg, con p < 0.05. La identificacion de los
niveles de dichos miRNAs podria servir como biomarcador prondstico interesante en el diagnéstico de
esta enfermedad. Se muestra en la figura 19 los 12 miRNAs a tratar y se prosigue a la discusion de los
mismos en el siguiente apartado.
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Figura 19. Representacion de la expresién diferencial de los 12 miRNAs a estudio (miR-10A-
5P, miR-127-3P, miR-132-3P, miR-136-5P, miR-143-3P, miR-145-5P, miR-154-3P, miR-154-5P, miR-
199A-5P, miR-199B-5P, miR-214-5P, miR-21-5P). Representacion del numero de lecturas
normalizadas frente al estado prondstico (de izquierda a derecha: carcinoma inicialmente invasivo,
carcinoma de alto riesgo no metastdsico y carcinoma metastdsico) con p<0,05. Se observa un aumento
pronunciado de la expresion en todos los miRNAs cuando se trata de carcinoma de alto riesgo no
metastdsico, asi como una disminucion de la expresion en carcinoma metastdsico.

4.3. Discusion de los resultados

El carcinoma cutaneo de células escamosas (cSCC) es uno de los canceres mas comunes en
humanos, incrementando su importancia en los ultimos 50 afios por el aumento de su incidencia. cSCC
se origina por la proliferacion anormal de queratinocitos (Sand, M. et al., 2012). Encontramos asi la
gueratosis actinica como lesién pre-maligna y una serie de estadios dentro de cSCC siendo estos el
carcinoma inicialmente invasivo, el carcinoma de alto riesgo no metastasico y el carcinoma
metastadsico. La necesidad de encontrar potenciales biomarcadores que permitan identificar pacientes
de riesgo, asi como desarrollar terapias con mejor supervivencia se hace evidente. Recientemente, los
miRNAs han cobrado importancia debido a que se ha demostrado que la expresidon aberrante de los
mismos contribuye a la tumorogénesis por lo que pueden tener factor prondstico o predictivo (Visone,
R., & Croce, C. M., 2009).

Estudios previos han demostrado que los miRNAs se encuentran afectados en ¢SCC (Sand, M.,
et al. 2010). Asi, se han llevado a cabo estudios de miRNAs diferencialmente expresados globalmente
en cSCC e incluso estudios en los que se ha comparado la diferencias en dicha expresion entre cSCCy
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epidermis normal (Sand, M. et al., 2012; Wang, N., et al. 2014). Sin embargo, muy pocos estudios se
han realizado sobre las diferencias de expresién de miRNAs en los propios estados de cSCC. Por su
parte, Mizrahi, A. et al. 2017 estudiaron las diferencias entre la lesién pre-maligna, conocida como
gueratosis actinica (AK), y los demas estados de evolucién de cSCC, a excepcién del carcinoma
metastdsico. En el presente estudio se ha efectuado el analisis transcriptémico de miRNAs haciendo
uso de la tecnologia HTG EdgeSeq con el ensayo WTA (Whole Transcriptome Assay) para observar
diferencias de expresién de miRNAs entre todos los estados conocidos de cSCC. Particularmente
después, el estudio decidié centrarse en las divergencias existentes entre los propios estadios de cSCC,
dejando de lado la lesién pre-maligna, AK, pues introducia un sesgo muy acusado en los resultados.

En la realizacién del andlisis estadistico primario se observé un total de 1860 miRNAs
diferencialmente expresados en AK respecto del resto de manifestaciones. Utilizando un filtro similar
se obtienen 1175 miRNAs en el caso del carcinoma inicialmente invasivo, 162 miRNAs en el carcinoma
de alto riesgo no metastasico y ningiin miRNA en el caso del carcinoma metastdsico. Puesto que es
evidente que la inclusién de la lesidon pre-maligna en el estudio conlleva una desviacion de los
resultados, se decidié excluirla. En el segundo analisis estadistico, en el cual se excluye AK, el nimero
de miRNAs diferencialmente expresados disminuye encontrando un total de ningin miRNA
diferencialmente expresado en el carcinoma inicialmente invasivo respecto del resto de etapas, 46
miRNAs en el carcinoma de alto riesgo no metastasico y 3 miRNAs en el carcinoma metastasico. De
estos miRNAs hallados, se pueden diferenciar dos grupos: aquellos que son especificos de un estado
y los que aumentan o disminuyen su expresién “gradualmente” a lo largo de la evolucién de cSCC.
Resulta interesante este ultimo grupo pues la identificacién del nivel de expresiéon de dicho miRNA
podria servir como biomarcador prondstico en la identificacion y diagndstico no sélo de la enfermedad
sino también del estadio y la posible evolucién de la misma. Se escogen pues 12 miRNAs cuya
expresion se ve alterada en funcidn del estadio de cSCC que se tenga en cuenta, por ser los mas
relevantes, teniendo en cuenta Benjamin & Hochberg con p<0,05.

Los hsa-miR definidos y estudiados presentan un aumento de su expresidn en carcinoma de
alto riesgo no metastdsico y una disminucién tanto en carcinoma inicialmente invasivo como en
carcinoma metastasico, siendo mucho mas acusada en este Ultimo caso; las diferencias sustanciales
entre carcinoma de alto riesgo no metastasico y las otras dos manifestaciones de la enfermedad estan
debidas posiblemente a que tal y como se referencia en la figura 18, constituyen vias alternativas. Los
datos obtenidos en cuanto a posibles funciones de los hsa-miR y sus potenciales objetivos o targets
proceden de mirbase.org y rnacentral.org. El hsa-miR-10A-5P ha sido descrito anteriormente en
cancer gastrico por lJia, H., et al. (2014) como supresor tumoral cuya expresidn se regula a la baja por
la metilacién del DNA. Ademas, estd implicado en la regulacidon negativa de la angiogénesis y la
diferenciacidn y migracidon de las células endoteliales de los vasos sanguineos. Entre sus targets
encontramos TFAP2C, factor de transcripcion relacionado con el desarrollo de la pared corporal y ya
descrito anteriormente en melanoma, donde se observd que una represion del mismo favorece la
invasién y el comportamiento metastdsico Y RORA, supresor tumoral cuya expresién se encuentra
disminuida en cSCC (Penna, E., et al. 2011; Lambert, S. R., et al. 2014). El hsa-miR-127-3P se ha descrito
en multitud de canceres entre los cuales se pueden mencionar neuroblastoma, cadncer de mama,
cancer de vejiga, cancer de ovario o glioblastoma, siendo un supresor tumoral (Afanasyeva, E. A, et
al. 2008; Pronina, I. V., et al. 2017; Xu, Y., et al. 2015; Bi, |., et al. 2016; Jiang, H., et al. 2014). En 2016,
Singh, A., et al. lo encontraron diferencialmente expresado en cSCC. Se observo una relacion directa
entre la unién al supresor tumoral SEPT7 y la migracién e invasion celular (Jiang, H., et al. 2014). Hsa-
miR-127-3P tiene entre sus targets a BCCIP, posible cofactor de BRCA2 en la supresion tumoral y
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modulador de la actividad de la quinasa CDK2 a través de p21 (Ncbi.nlm.nih.gov) asi como a KIF3B,
relacionado con la oncogénesis y metdstasis en cancer de mama y en carcinoma epitelial renal
(Lukong, K. E., & Richard, S., 2008; Jimbo T, et al. 2002). Hsa-miR-132-3P , el cual esta relacionado con
la regulacién positiva de la migracidn y proliferacién de células relacionadas con la angiogénesis y ha
sido descrito anteriormente como biomarcador de diagnéstico en mesotelioma maligno (Weber, D.
G., et al. 2017). En cuanto a sus targets se puede mencionar SENP3, de la familia de las proteasas
especificas SUMO, que se encuentra preferencialmente en SUMO2/3 y ha sido descrita como
biomarcador diagndstico en carcinoma de células escamosas oral, de pulmdn, ovario, recto y colon
(Mattoscio, D., & Chiocca, S., 2015; Han, Y., et al. 2010; Sun, Z., et al. 2013). Adicionalmente, se observd
como la pérdida del hsa-miR-132-3P estd vinculada con pobre prondstico en osteosarcoma primario,
hecho que se correlaciona con la disminucién de su expresién en el estadio de carcinoma metastasico
(Yang, J., et al. 2013). También en osteosarcoma se vio que la baja expresion del hsa-miR-136-5P esta
relacionada significativamente con las caracteristicas clinicas agresivas, incluida la etapa clinica
avanzada, la presencia de pulmdn y la metdstasis a distancia, siendo un supresor tumoral (Guo, T &
Pan, G. 2018). Se ha inferido sobre su afeccidn a la apoptosis y la angiogénesis y se ha observado en
previos estudios que se encuentra regulado al alza en c¢SCC (Sand, M., et al. 2016). En nuestro estudio
vemos que la expresion de hsa-miR-136-5P esta regulada al alta en carcinoma de alto riesgo no
metastdsico, mientras que en carcinoma metastdsico disminuye su expresion, siguiendo el hilo
conductor de las investigaciones realizadas previamente. También con la angiogénesis y la migracion
de células endoteliales de los vasos sanguineos estd relacionado hsa-miR-143-3P, asi como con el
protooncogén ABL2 y con el regulador negativo de la linfoangiogénesis, VASH1, pudiendo ser un
biomarcador diagnéstico y objetivo terapéutico (Zhou, C. F., et al. 2018). Por su parte, hsa-miR-145-
5P regula negativamente la apoptosis y la angiogénesis, encontrando ademas entre sus targets FSCN1,
cuya sobreexpresién esta relacionada con multiples tipos de canceres al aumentar la motilidad celular,
y con el protooncogén FLI1, relacionado con la leucemia linfoblastica, asi como con SRGAP 2, proteina
activadora GTPasa de expresidn ubicua en la piel (Ncbi.nIm.nih.gov). Tanto hsa-miR-143-3P como hsa-
miR-145-5P funcionan como anti-oncomires, mostrando una habitual disminucién de su expresion lo
cual parece contribuir al inicio de la tumorogénesis (Kitade, Y., & Akao, Y., 2010). Ademas, hsa-miR-
143 se ha descrito como supresor tumoral en c¢SCC (Sand, M., et al 2017). Hsa-miR-154-3P y hsa-miR-
154-5P se han definido como supresores tumorales en diferentes canceres (Zhou, H., et al. 2016; Yang,
L., et al. 2016). Ademads, un potencial target de hsa-miR-154-3P puede ser PDZD2, observada regulada
a la baja en ¢SCC (Lambert S.R., et al. 2014); a su vez, se determiné una actividad anormal de E2F en
¢SCC en comparacion con los queratinocitos normales, llegando a demostrarse que la desregulacién
de E2F1 produce hiperplasia y formacién de tumores en la piel, por lo que siendo que un potencial
target de este hsa-miR-154-5P es E2F5, puede que también se presente una relacidn semejante por
su papel en el ciclo celular (Wong C. F., et al. 2003). Hsa-miR-199A-5P se encuentra por lo general
regulado a la baja en canceres e induciendo el proceso de transicidn epitelial-mesenquimatosa (EMT),
angiogénesis y proliferacién celular (Lui, G.T., et al. 2015; Chao, C. C., et al. 2017; Peng, W. et al., 2013).
Entre sus dianas encontramos DDR1, proteina tirosina quinasa expresada exclusivamente en células
epiteliales, cuya expresion estd regulada al alza en ¢SCC, inversamente a hsa-miR-199A-5P; FZD6,
regulador negativo de la cascada de sefializacion Wnt / beta-catenina candnica, inhibiendo asi los
procesos que desencadenan la transformacion oncogénica, la proliferacion celular y la inhibicién de la
apoptosis; y BCAM, glucoproteina del grupo sanguineo luterano relacionada con el cancer de piel, por
lo que tal y como se referencia en el estudio el hsa-miR-199A-5P podria jugar un papel en la supresién
de tumores en cSCC por inhibicion de la invasividad mediante la regulacion de la expresidn de sus
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targets, siendo su funcion la de supresor tumoral (Ncbi.nlm.nih.gov; Kim, B. K., et al. 2015). También
a la baja se encuentra regulado hsa-miR-199B-5P en cancer de mama e induce el proceso EMT (Chao,
C.C, etal. 2017; Fang, C,, et al. 2016). Se definen entre sus targets KATNBL1, regulador del corte de
los microtubulos durante la mitosis, CELSR2, ya descrito en piel de ratén irradiada por UVB y ITGA3,
integrina relacionada con multitud de canceres y descrita en ciertos SCC, remarcando su relacién con
la metastasis (Ncbi.nlm.nih.gov; Xu, Y., et al. 2012). Hsa-miR-214-5P se une a TFDP1, regulador del
ciclo celular desde la fase G1 hasta la S y relacionado con cénceres, asi como a TFAP2C, ya nombrado
anteriormente (Lu, X., et al. 2016; Penna, E., et al. 2011). Ademas, la regulacion a la baja de este ultimo
miR estd vinculada a la metdastasis de carcinoma hepatocelular, apoyando los resultados del presente
estudio (Wang, J., et al. 2013). Finalmente, tal y como Sand, M., et al. (2012) definieron, la expresién
de hsa-miR-21-5P se muestra alterada en cSCC. Por lo general, hsa-miR-21-5P es un miRNA
diferencialmente expresado en una gran variedad de cdnceres. Se ha observado que la radiacién UV-
A sobre los queratinocitos de la piel ayuda a aumentar la expresion de hsa-miR-21-5P (Sand, M., et al.
2012). A su vez, dicho hsa-miR esta relacionado con la regulacidn positiva de la transicion EMT y de la
angiogénesis, asi como la regulacidon negativa de la apoptosis, datos que se correlacionan con el
aumento de su expresién en la etapa de carcinoma de alto riesgo no metastdsico. Adicionalmente,
entre sus targets se mencionara YOD1 y FASLG, relacionados con la progresiéon del ciclo celular y la
apoptosis, respectivamente (Ncbi.nlm.nih.gov).

37



miRNA

miR-10A-5P

miR-127-3P

miR-132-3P

miR-136-5P

miR-143-3P

miR-145-5P

Target
CADM?2

TFAP2C

CNOT6

Rora
BCCIP
KIF3B

sep-07

SENP3

PCDH9

Wiz
PPP2R2A
SGIP1
MTMR4
ABL2
VASH1
DENND1B
FSCN1

FLI1
SRGAP1/2

MRTFB

Funcion miRNA
regulacidn negativa de la angiogénesis

regulacidn negativa de la migraciony
diferenciacion de células endoteliales de vasos
sanguineos
regulacion negativa de la proliferacion celular
en la médula ésea
regulacion positiva de la senescencia celular
especio extracelular

Regulacién positiva de la migracion celular
involucrada en angiogénesis
Regulacion positiva de la proliferacion de
célular endoteliales de los vasos sanguineos
involucrada en la angiogénesis

Regulacion negativa de la angiogénesis
Regulacion positiva de la angiogénesis

diferenciacion de células mesodérmincas
regulacidn negativa del proceso apoptotico de
las células del musculo cardiaco
regulacidn negativa de la angiogénesis (GO:
0016525)
regulacion negativa de la division y
mantenimiento de células madre somaticas

Descrito anteriormente

Jia, H,, et al,, 2014

Bi, L. et al., 2016
Duan, L. et al., 2016
Jiang, H. et al., 2014

Weber, D. et al., 2017

Han, Y. etal., 2016
Sun, Z., et al. 2013

Guo, T. & Pan, G. 2018

Zhou, C. F., et al. 2018

Kitade, Y. & Akao. Y.,
2010

Descrito en cSCC
Lambert, S. R., et al.
2014

Singh A., et al. 2016

Sand, M., et al. 2016

(Sand, M., et al 2017)

(Sand, M., et al 2017)

Tabla 7.1. Descripcion de los miRNAs que presentan una expresion diferencial a lo largo de la
evolucion de cSCC. Se muestra sus potenciales objetivos, la funcion observada de dicho miRNA y la

descripcion en la literatura en otros cdnceres y si corresponde, en cSCC. Aquellos objetivos

diferenciados en negrita se mencionan en la discusion.
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miRNA

miR-154-3P

miR-154-5P

miR-199A-5P

miR-199B-5P

miR-214-5P

miR-21-5P

Target

PDZD2
SIRT1
SEMAC3C
E2F5
PCNA
ZHX2

DDR1

BCAM
FZD6
KATNBL1
CELSR2
ITGA3
ETNK1

KLHL3

TFDP1

TFAP2C
KLF12
PPL
KLF5

YOD1
FASLG
IL12A

TGFBI

Funcion miRNA

regulacidn negativa de la internalizacién
del receptor
regulacion negativa de la depuracion de
particulas de lipoproteinas de baja
densidad
regulacidon de angiogénesis
Silenciamiento génico por miRNA
Regulacidn positiva de la diferenciacion
celular endotelial
Regulacidon de la angiogénesis
Regulacidn positiva de la secrecion de
proteinas
Regulacidn negativa de la diferenciacion
celular del musculo liso
Regulacidn positiva de la proliferacion de
células del musculo liso vascular

regulacion positiva de la fosforilacion de
proteinas
regulacion negativa de proliferacion de
células endoteliales

regulacion positiva de la transicion EMT

regulacion positiva y negativa de la
migracion celular.
reguacion negativa de la produccidn de
interferon tipo 1
regulacion negativa de la apoptosis
Regulacion positiva de la angiogénesis

Descrito
anteriormente
Yang, L., et al. 2016
Zhou, H., et al. 2016

Yang, L., et al. 2016
Zhou, H., et al. 2016

Liu, G. T., et al. 2015

Chao, C.C., etal.
2017

Fang, C., et al. 2016

Wang, J., et al. 2013

Zhou, X., et al. 2010

Asangani, I. A., et al.
2008
Lopes-Ramos, C. M.,
et al. 2014

Descrito en cSCC

Singh A., et al. 2016

Kim, BK., et al. 2015

Wang, S., et al. 2014

Bruegger, C., et al.
2013
Gillespie, J., et al.
2016

Sand, M., et al. 2012

Tabla 7.2. Descripcion de los miRNAs que presentan una expresion diferencial a lo largo de la

evolucion de cSCC. Se muestra sus potenciales objetivos, la funcion observada de dicho miRNA y la

descripcion en la literatura en otros cdnceres y si corresponde, en cSCC. Aquellos objetivos

diferenciados en negrita se mencionan en la discusion.

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=55500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=26249

CONCLUSIONES

El sistema HTG EdgeSeq se ha demostrado sélido y potente a la hora de obtener perfiles de
expresidon génica diferencial, mostrando numerosas ventajas como puede ser una cantidad
minima necesaria de material de partida (una sola seccién de 5 pm y un drea de 12, 5 mm? en
caso de muestras FFPE), ausencia de extracciéon del RNA y un tiempo total de protocolo
bastante rapido (aproximadamente 36 horas). Ademas, se trata de un sistema robusto con
una gran reproducibilidad, cuyos resultados son facilmente extrapolables a la clinica.
Haciendo uso del sistema HTG EdgeSeq con el panel WTA, el cual cuenta con 2083 transcritos
de miRNA humano, se ha demostrado que existen perfiles transcriptomicos diferentes entre
los estadios del carcinoma epitelial escamoso de la piel, permitiendo determinar miRNAs
diferencialmente expresados de manera gradual a lo largo de la progresién de la enfermedad.
Existe un aumento general de la expresidn de los 12 miRNAs seleccionados a estudio en
carcinoma de alto riesgo no metastdsico, asi como una disminucion sustancial de la expresion
de los mismos en carcinoma metastasico.

Se ha identificado nuevos miRNAs diferencialmente expresados no descritos en la literatura
anteriormente, siendo estos: miR-132-3P, miR-199B-5P y miR-214-5P.

Conocer el nivel de estos miRNA diferencialmente expresados de manera gradual en el
paciente podria funcionar como biomarcador prondstico a la hora de determinar la fase en la
que se encuentra, generando prondsticos mas concretos y tal vez permitiendo ejercer sobre
los pacientes terapias que aumenten su supervivencia.
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ANEXO |: miRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS
EXCLUYENDO QUERATOSIS ACTINICA



Tabla 1. Lista de miRNAs diferencialmente expresados en carcinoma de alto riesgo no metastdsico.
Se muestra para cara miRNA su los2FoldChange, p-valor y p-valor adustado, entre otros pardmetros.

baseMean

log2FoldChange

IfcSE

stat

pvalue

padj

miR-206

15,6104319

2,352599657

0,533999241

4,405623595

1,0548E-05

0,009145115

miR-133b

5,867582105

1,815669098

0,534921277

3,394273466

0,000688109

0,039772725

miR-1

5,317438435

1,720664155

0,534140227

3,221371597

0,001275786

0,054218278

miR-136-5p

23,33413402

1,682926029

0,401402093

4,192618969

2,75752E-05

0,009272226

miR-214-5p

91,35606011

1,605700699

0,392405989

4,091937293

4,27784E-05

0,009272226

miR-432-5p

9,058185611

1,560237714

0,418390381

3,729143363

0,000192132

0,023796899

miR-133a-3p

8,724760477

1,546362081

0,530602618

2,914350644

0,003564293

0,081322162

miR-199a-5p

3649,895572

1,515854032

0,384053725

3,946984322

7,91417E-05

0,013723177

miR-493-5p

9,056283337

1,465196496

0,41402742

3,538887585

0,000401817

0,029031273

miR-377-3p

40,20519526

1,423908782

0,399338341

3,565670099

0,000362928

0,0286053

miR-487b-3p

16,19381759

1,412707135

0,373943406

3,777863477

0,00015818

0,022856944

miR-199a-3p

4763,905227

1,398749585

0,39129017

3,574711795

0,000350614

0,0286053

miR-376a-3p

38,21948375

1,379741632

0,441921733

3,122140253

0,001795414

0,062264952

MiR-410-3p

5,061628033

1,374044253

0,438748894

3,131732685

0,00173778

0,062264952

miR-127-3p

104,4931272

1,36453583

0,410722965

3,322277898

0,000892857

0,0483817

miR-370-3p

9,909403298

1,325766249

0,367971642

3,602903312

0,000314683

0,0286053

miR-381-5p

3,022981695

1,317189465

0,471705797

2,792396178

0,005231925

0,098610421

miR-382-3p

4,206656656

1,310879032

0,441991714

2,965845267

0,003018523

0,076963007

miR-376¢-3p

111,7980399

1,279240166

0,405574806

3,1541411

0,001609712

0,060679158

miR-337-5p

25,75385606

1,257074311

0,380622572

3,302679357

0,000957658

0,04884057

miR-323a-3p

8,626658276

1,224788894

0,340692434

3,594998809

0,000324393

0,0286053

miR-323b-3p

3,759291927

1,222904408

0,41031126

2,980431023

0,002878431

0,076963007

miR-424-5p

164,3630686

1,21354213

0,42703616

2,841778387

0,004486266

0,092609358

miR-199b-5p

772,1316454

1,210577421

0,421418073

2,872628153

0,004070729

0,08823306

miR-409-3p

18,88412733

1,202100294

0,376410444

3,193589105

0,00140516

0,055376064

miR-10a-5p

44,33106202

1,197048119

0,42814409

2,795900135

0,005175539

0,098610421

miR-299-5p

10,43241816

1,195417234

0,404734585

2,953583108

0,00314108

0,076963007

miR-495-3p

16,16080983

1,191981968

0,412317297

2,890933697

0,003840991

0,085388195

miR-379-5p

27,54105108

1,175677549

0,381783587

3,079434503

0,00207394

0,066596507

miR-382-5p

14,4431464

1,168220598

0,36300998

3,218150083

0,001290203

0,054218278

MiR-134-5p

14,56411925

1,160288414

0,390527547

2,971079562

0,002967549

0,076963007

miR-654-3p

8,802556104

1,127681048

0,401557148

2,808270391

0,004980839

0,098610421

miR-154-5p

17,97743625

1,109058376

0,357643766

3,10101414

0,001928591

0,064311086

miR-127-5p

6,897419933

1,09182801

0,360572305

3,028041794

0,00246144

0,070231683

miR-431-5p

7,842779998

1,046741572

0,367201902

2,850588645

0,004363838

0,092279218

let-7d-3p

30,65621115

1,022051437

0,346662747

2,948258636

0,003195696

0,076963007

miR-22-5p

119,0711281

0,988578687

0,307674239

3,21306941

0,001313245

0,054218278
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miR-3184-3p

101,6573098

0,920816414

0,329119139

2,797820923

0,005144863

0,098610421

miR-574-3p

309,7484767

0,871067764

0,211024313

4,127807603

3,66238E-05

0,009272226

miR-4444

85,61649869

-0,693172478

0,198694587

-3,488632922

0,000485497

0,03237894

miR-6516-5p

277,1563237

-0,727069256

0,237402744

-3,062598368

0,002194243

0,067943181

miR-4496

44,10291296

-0,87870588

0,271276832

-3,239148264

0,001198872

0,054218278

MiR-4449

214,9659735

-0,909137089

0,309896923

-2,933675757

0,003349739

0,078492543

miR-4417

1436,338528

-1,029438473

0,340648914

-3,021992531

0,002511167

0,070231683

miR-2467-3p

18,48911448

-1,087694772

0,319649731

-3,4027708

0,000667062

0,039772725

miR-4800-3p

274,5572124

-1,35326688

0,444995874

-3,041077368

0,002357332

0,070231683

Tabla 2. Lista de miRNAs diferencialmente expresados en carcinoma metastdsico. Se muestra para

cara miRNA su los2FoldChange, p-valor y p-valor adustado, entre otros pardmetros.

baseMean

log2FoldChange

IfcSE

stat

pvalue

padj

miR-424-3p

50,46611811

-2,165820741

0,527516116

-4,105695876

4,031E-05

0,05713766

miR-503-5p

43,65696063

-2,16926938

0,551330072

-3,934611028

8,33315E-05

0,05713766

miR-424-5p

164,3630686

-2,171756536

0,547883831

-3,963899667

7,37353E-05

0,05713766
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