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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Esta representa un grupo de enfermedades que se inician a través de la
aparicion de mutaciones en el genoma que conllevan a la alteracion de la expresion
de los genes. Estos genes se encuentran modulados, entre otras moléculas, por
MIARNS, los cuales son fragmentos de ARN monocatenario, capaces de reprimir la
traduccién de proteinas por medio de la unién por complementariedad de bases con
regiones del ARN mensajero (ARNm) que codifica a proteina. Investigaciones
recientes han demostrado, que éstos miARNs pueden ser considerados como
buenos biomarcadores para detectar la presencia de cancer a través de la expresion
diferencial con pacientes sanos. Debido a que no se cuenta con una revision
exhaustiva y sisteméatica de la literatura que integre la asociacién entre los miARNs
y diversos tipos de céancer, los autores de esta investigacion procedieron a la
realizacion de un metaanalisis. Es por eso que el presente estudio tuvo como
objetivo principal: Comparar las semejanzas y diferencias entre los tipos de cancer
en adultos y los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-222, en fuentes de
divulgacién primaria de 2008 hasta 2018. La muestra estuvo representada por 7
articulos originales recolectados desde las bases de datos Pubmed y Pubmed
Central, que contienen los datos de expresion de 610 pacientes de los que se
obtuvieron 727 muestras de sangre. Como resultado total de los 10 casos de cancer
analizados en general se encontr6 que no existen diferencias de expresion del
miARN-21 entre los pacientes con cancer respecto a los controles, lo que indica que
el miARN-21 no podria considerarse como un biomarcador molecular general
detectable en sangre o biopsia liquida de todos los tipos de cancer evaluados.

Palabras claves: Cancer, miARN-21, sangre, plasma, PCR, microarreglo
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INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,
ocasionando alrededor de 8,2 millones de muertes en el afio 2012. Esta
representa un grupo de enfermedades que se inician a través de la aparicion
de mutaciones en el genoma que conllevan a la alteracion de la expresion de
los genes relacionados con el metabolismo, la reparacion del ADN, la
proliferacion celular y la apoptosis.

En investigaciones recientes se ha observado que este cambio en la
expresion de los genes en las células cancerosas se encuentra modulado,
entre otras moléculas, por microARNs (miARNS), los cuales son fragmentos
de ARN de 21 a 25 nucledtidos, capaces de reprimir la traduccion de
proteinas por medio de la union por complementariedad de bases con
regiones del ARN mensajero (ARNm) que codifica dicha proteina. Estos
MIARNs pueden ser medidos de forma poco invasiva en muestras
sanguineas a través de técnicas analiticas de alta sensibilidad como la
reaccion de la cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa
(QRT-PCR) y los microarreglos.

Actualmente se han realizado gran cantidad de investigaciones que
indican que estas caracteristicas pueden calificar a los miARNs como un
buen biomarcador para detectar la presencia de cancer a través de la
expresion diferencial con pacientes sanos, pero no se cuenta con una
revision exhaustiva y sistematica de la literatura que integre la asociacion
entre los mIARNS vy diversos tipos de cancer, en muestras de sangre. Por lo
que los autores se plantean buscar las diferencias de expresion de los
MIARN-21 miARN-221 y miARN-222 entre el cancer de pulmon, mama,

colorrectal, gastrico y leucemia.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo. En el 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2
millones de muertes relacionadas con el cancer. Segun el Informe mundial
sobre el cancer, la incidencia del mismo podria aumentar en un 50% hasta el
afio 2020, en el que habria 15 millones de nuevos casos (Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer, 2014). Las células normales
del cuerpo se diferencian, crecen, se dividen para crear nuevas células y
mueren de manera programada. Sin embargo, existen factores quimicos,
fisicos y/o biolégicos que traen como consecuencia procesos carcinogéenicos
que hacen gque las células normales comiencen a desarrollarse sin control.
En consecuencia, ésta pérdida de auto-regulacién puede desarrollar un
cancer, el cual es considerado como la transformacion de una célula normal
en maligna mediante un proceso multifdsico que suele consistir en la
progresion de una lesién precancerosa (Organizacion Mundial para la Salud,
2015). Existen muchos tipos de céancer, y todos comienzan con un
crecimiento sin control de las células anormales, las cuales se comportan y
crecen a velocidades distintas pero mayores que las células normales del

tejido afectado.

Las aproximaciones tedricas que sustentan esta investigacion estan
relacionadas con la carcinogénesis, los biomarcadores, los biomarcadores de

mIiARN, y ademas los biomarcadores de mIiARN y el cancer. La



carcinogénesis comprende el proceso en el cual se produce una alteracion
en los genes de la célula, es decir en su ADN, mediante el cual una célula
adquiere la capacidad de multiplicarse de manera descontrolada, llegando a
invadir otros o6rganos del cuerpo (Browder, 2012). Respecto a los
biomarcadores, se refieren a caracteristicas de sefalizacion que pueden
usarse como guia para la evaluacion de sistemas biolégicos (Schlenk, 1999).
En este orden de ideas, los miARNs podrian actuar como buenos
biomarcadores, puesto que son estables en varios fluidos corporales como el
plasma, y la mayoria de las secuencias se conservan entre diferentes
especies (Bartel, 2004). Ademas, se ha demostrado que estos miARNs son
de gran importancia para el diagnéstico del cancer, debido a que se han
encontrado alteraciones en la expresion de miARNs en diversos tipos de

cancer (Avila y cols, 2011).

Entre los principales tipos de cancer que causan mortalidad a nivel
mundial estan el pulmonar (1,69 millones de defunciones), y hepatico
(788.000 defunciones). También, el cancer colorrectal (774.000 defunciones),
gastrico (754.000 defunciones), mamario (571.000 defunciones), y el cancer
de esofago (400.000 defunciones) (Organizacion Mundial para la Salud,
2015).

En 2016 en Estados Unidos, el aiio mas reciente para el que se dispone
de datos de incidencia, se notificaron 1.658.716 casos nuevos de cancer y
598.031 personas murieron por esta enfermedad (Centros para el Control y

Prevencion de Enfermedades, 2019).

En estadisticas realizadas por el Instituto Nacional del Cancer, 2016; se
preveia que para 2018 serian diagnosticados 1.735.350 casos nuevos de
cancer y que 609.640 personas moririan por la enfermedad en dicho pais.
Segun las proyecciones los canceres mas comunes seran el cancer de
mama, el cancer de pulmén y bronquios, el cancer de préstata, el cancer de

colon y recto, el cancer de vejiga, el melanoma de piel, el linfoma no


http://www.cancer.gov/espanol/tipos/comunes

Hodgkin, el cancer de tiroides, el cancer de rifion y pelvis renal. Ademas, de

la leucemia, el cdncer de endometrio y el cancer de pancreas.

El cancer es la segunda causa de muerte en Venezuela. Anualmente
fallecen mas de 24 mil pacientes por algun tipo de cancer, de estas 1942
personas perdieron la vida por cancer de mama, pasando a ser esta la
principal causa de muerte en mujeres, seguido por el cancer de cuello
uterino; en el caso de los hombres, el cancer de prostata es el que presenta
la mayor incidencia, seguido de el de pulmén y el de las vias digestivas que
afecta a ambos sexos (Sociedad Americana del Cancer, 2015).

En un nuevo estudio estandarizado sobre incidencia y mortalidad
realizado por la Sociedad Anticancerosa de Venezuela precisa que en 2017
habrian muerto 26.510 personas en Venezuela a consecuencia de algun tipo
de cancer. Con detalle, de 2014 a 2017 se pronosticé un aumento de 21,75%
de fallecimientos por cancer de préstata, no se presentd variacion
significativa en el caso del cancer de pulmén, pero si hubo un aumento
significativo en el caso de deceso por cancer de mama (14,87%). Al hablar
de incidencia, para 2017 se estim6 que hubo una disminucién del 7% de

nuevos casos (Sociedad Anticancerosa de Venezuela, 2018).

En investigaciones recientes se ha observado que los miARNS juegan un
papel importante en la carcinogénesis, debido a que estan profundamente
involucrados en la patogénesis de varios tipos de cancer. Estos miARNs
actian modulando la expresién de proteinas a un nivel post transcripcional,
teniendo el potencial para promover el cancer (oncomiARNSs) o inhibirlo
(miARNs supresores de tumor) (Croce y cols, 2009). Los miARNs son
secretados por las células libres o cargados en exosomas, los cuales son
vesiculas de pequefio tamafio que actian como mensajeros, llevando
informacion hacia otros tejidos (Zhang H, 2013). Ademas, estas moléculas
pueden ser detectadas tanto en los tejidos afectados como en el suero, otros

tejidos y fluidos corporales de los individuos.



Algunos estudios realizados entre 2015-2018 han demostrado que los
mMIARNS se encuentran altamente relacionados con el inicio, transformacion,
invasion y metastasis de canceres de diversos origenes. Entre éstos se
encontré que el mMIARN-221 desempeia un papel importante para predecir el
prondstico de carcinoma hepatocelular (CHC) y que su deteccion en
muestras de suero o plasma puede hacer que se convierta en un método
eficaz para monitorear el pronéstico de los pacientes, y evaluar la eficacia
terapéutica en el futuro (Jie y cols, 2015). De igual manera, se ha encontrado
que los miIARN-221 y miARN-222 se expresan en varios tipos de tumores
humanos, tales como adenocarcinoma de es6fago, adenocarcinoma gastrico,
adenocarcinoma colorrectal, y el carcinoma hepatocelular. Ademas, algunos
investigadores han planteado que la inhibicion de dichos miARNs podria
representar un enfoque novedoso para inhibir el crecimiento tumoral y la

metastasis (Matsuzaki J y cols, 2015).

Otros estudios evidenciaron que la sobreexpresion del miARN-21 puede
ser util como biomarcador para el diagnostico de pacientes con cancer de
mama (Gao y cols, 2016). Ademas, se ha encontrado la sobreexpresion de
este mMiARN en suero de pacientes con cancer colorrectal, lo que sugiere su
efectividad como un biomarcador diagnéstico para esta patologia (Yu y cols,
2016).

En la actualidad no se cuenta con una revision exhaustiva y sistematica
de la literatura que nos indique el estado del arte de la asociacion entre los
MIARN y diversos tipos de cancer, en muestras de sangre. En tal sentido, el
uso de estas moléculas como biomarcadores de diagnostico y pronostico de
cancer, aun esta en discusion. Por eso los autores de esta investigacion
formulan el siguiente enunciado holopraxico ¢Cuéles son las semejanzas y
diferencias entre los tipos de cancer en adultos y los biomarcadores miARN-
21, miARN-221 y miARN-222, en fuentes de divulgacion primarias de 2008

hasta 2018, en el departamento de Biopatologia de la Facultad de



Odontologia de la Universidad de los Andes, desde enero 2016 hasta junio
de 20197

Justificacion del Problema

El cancer es causado por una proliferacion descontrolada y por una
sobrevivencia inapropiada de células que han sido dafiadas, llevando en la
mayoria de los casos a un resultado fatal para el individuo que lo padece,
principalmente si es diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad.
De esta manera, el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo debido a la alta exposicidén a factores carcinogénicos
en ciertos tipos de cancer y al evidente incremento de la poblacion, lo que
genera una mayor apariciéon de casos en cifras absolutas. De ahi el gran
interés en la busqueda de nuevos biomarcadores sensibles, generales y
especificos para cada tipo de cancer, que permitan detectar cambios
neoplasicos tempranos y dar un diagndstico inicial del cancer, entre los que
destacan los miARNS.

Los miARNSs juegan un papel importante sobre la carcinogénesis, ya que
estos actlan modulando la expresion de proteinas a un nivel post-
transcripcional, teniendo el potencial para promover o inhibir el cancer. Estas
moléculas son liberadas a la sangre por las células cancerosas y pueden ser
facilmente detectados y medidos en una pequefia muestra, lo cual podria

traducirse en una mayor supervivencia de los pacientes.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Comparar las semejanzas y diferencias entre los tipos de cancer en
adultos y los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-222, en
fuentes de divulgacion primaria de 2008 hasta 2018, en el Departamento de
Biopatologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de los Andes,
desde enero 2016 hasta junio 2019.

Objetivos Especificos

o Identificar los articulos originales sobre los tipos de cancer en adultos
relacionados con los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-

222, con criterios de elegibilidad en las fuentes de divulgacion primaria.

o Interpretar la validez interna y externa de los articulos sobre los tipos de
cancer en adultos relacionados con los biomarcadores miARN-21,
MIARN-221 y miIARN-222, con criterios de elegibilidad.

o Analizar los articulos originales sobre los tipos de cancer en adultos
relacionados con los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-

222 elegidos y validados.

o Comparar las diferencias y semejanzas entre los tipos de cancer en
adultos y los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-222 en
correspondencia con el nivel de expresion obtenidos para la unidad de

investigacion seleccionada.



Alcances de la Investigacion

Hernandez Sampieri y cols. (2010) refirieron que los alcances de un
estudio estan representados por la amplitud del conocimiento que se quiere
saber. Especificamente, esta amplitud depende del nivel de complejidad,
marcado por una accion verbal que implica logro. En tal sentido, esta
investigacion tiene un nivel de complejidad que va desde la exploracién hasta
la comparacion del fenébmeno, ya que en el objetivo general se propuso
comparar las semejanzas y diferencias entre los tipos de cancer en adultos y
los biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-222, en fuentes de
divulgacién primarias de 2008 hasta 2018, en el Departamento de
Biopatologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de los Andes,
desde enero 2016 hasta junio del 2019.

Limitaciones de la Investigacion

Dentro de las limitaciones de esta investigacibn se toman en
consideracion varios aspectos, entre los cuales se incluyen: el nimero total
de estudios incluidos y el tamafio total de la muestra, que por lo general son
relativamente pequefios. Ademas, no se extiende la biusqueda de datos no
publicados que probablemente incluiria un aumento de la proporcién de
resultados nulos. Los resultados positivos tienden a ser mas aceptables por
las revistas, mientras que los resultados negativos son a menudo rechazados
0 ni siquiera se presentan en la revision.

Por otra parte, en este tipo de investigaciones se utilizan datos de los
estudios publicados en lugar de los datos de pacientes individuales, lo que
limita la capacidad de explorar el potencial de confusion por diversos factores
demograficos y clinicos (por ejemplo, el origen étnico, el sexo y de los

regimenes de tratamiento).



La calidad de los estudios combinados influye significativamente en el
nivel de confianza de los metanalisis. Por lo tanto, se realizé una evaluacion
metodoldgica de los estudios para evitar la inclusion de algunos estudios de

mala calidad.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Wei, Zhanhuai, Li y Qichun. (2016), publicaron en la Revista Oncologia
Clinica y Molecular un trabajo de investigacion con disefio documental
titulado: MicroARN circulante como potencial marcador diagnéstico para
Cancer colorrectal (CCR): Un meta-analisis, cuyo objetivo fue analizar el
valor diagnostico del miARN-21 en cancer colorrectal. Para ello los autores
hicieron sus revisiones en varias bases de datos relevantes tales como
(PubMed, Embase, OvidSP, The Cochrane Library y Web of Science), y en
tres bases de datos chinas (Chinese National Knowledge Infrastructure, Wei
Pu DATA y Wan Fang DATA). Este estudio incluyé 9 estudios con 746
pacientes con CCR y 476 controles sanos. Utilizaron modelos de
caracteristicas operativas de receptor (ROC) de resumen bivariado y
jerarquico arrojando los siguientes resultados: sensibilidad y especificidad
combinadas= 72% con intervalo de confianza (IC) de 95%, 62-80 y 85% con
IC de 95%, 80-88, respectivamente. Ademas, se evaluaron los indices de
probabilidad positiva y negativa (PLR Y NLR), siendo: 4,65 con un (IC) de
95%, 3,42 a 6,33) y 0,33 con (IC) del 95%, 0,24 a 0,47), respectivamente. Asi
mismo, el valor de la razén de posibilidades diagnésticas (DOR) fue de 14,03
(IC 95%, 7,65-25,74) con un resultado de area bajo la curva (AUC)
caracteristica del operador receptor del resumen de 0,87 lo que indican que
estos resultados para el miARN-21 tienen un valor de diagnostico potencial

con sensibilidad moderada y buena especificidad y precisién para el CCR.
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Yin, Zhou, Dang, Yan J y Zhang. (2015), publicaron en la revista Medicine
un trabajo de tipo documental denominado: Rol potencial del miARN-21
circulante en el diagndstico y pronostico del cancer del sistema digestivo: una
revision sistematica y un metaanadlisis. Este estudio tuvo como objetivo
evaluar el papel potencial de miARN-21 para el diagnostico de céancer del
sistema digestivo. Para ellos los autores hicieron sus investigaciones en las
bases de datos PubMed, Embase y Web of Science publicaciones
relacionadas con el valor diagnéstico de miARN-21 para el cancer del
sistema digestivo, se incluyeron un total de 23 publicaciones (15 articulos
para diagnostico y 8 articulos para prondstico). Las curvas de caracteristicas
operativas del receptor (ROC) se utilizaron para verificar el rendimiento
general de la prueba. Para el metaandlisis de prondstico, se calcularon los
cocientes de riesgo agrupados (HR) de mIiARN-21 circulante para la
supervivencia. En sus resultados obtuvieron una sensibilidad y especificidad
combinadas de 0,76 (IC del 95% = 0,70-0,82) y 0,84 (IC del 95% = 0,78-
0,89). Ademas, el area bajo la curva ROC fue de 0,87. Por otra parte, para el
metaanalisis de prondstico, el HR combinado de miARN-21 en circulacion fue
de 1,94 (IC 95% = 0,99-3,82, P = 0,055), lo que indic6 que una mayor
expresion de miARN-21 podria predecir una supervivencia mas pobre en el
cancer del sistema digestivo. El analisis de subgrupos implicé que la mayor
expresion de miARN-21 se correlaciond con una peor supervivencia global
en la poblacion asiatica en el cancer del sistema digestivo (HR = 2,41, IC
95% = 1,21-4,77, P = 0,012). En conclusion, los autores sugieren que el
MIARN-21 circulante puede ser adecuado para ser un biomarcador de

diagnaostico y pronostico para el cancer del sistema digestivo en los asiaticos.
Wang, Li, Zhu, Gao, Jiang, Li, Hu, y Zhang (2014), publicaron en la revista

Biomed Central Cancer (BMC), un trabajo de investigacion con disefio

documental, titulado EI miARN-21 y los resultados clinicos de diversos
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carcinomas: una revision sistematica y meta-analisis. Debido a la urgente
necesidad del reconocimiento de nuevos biomarcadores para la prediccion
del surgimiento y prondstico del cancer, decidieron realizar un meta-analisis
en el cual resumen y analizan las asociaciones entre el miARN-21 vy la
supervivencia global (SG) en una variedad de tumores. Para dicho trabajo los
autores realizaron una busqueda en las bases de datos PubMed vy
Biomedicina China, y seleccionaron de estos veintisiete articulos que incluian
los datos de supervivencia de 3273 pacientes. Posteriormente, agruparon las
caracteristicas clinicas de los pacientes y los resultados de supervivencia, y
usaron un cociente de riesgos instantaneos agrupado (CR) con intervalos de
confianza del 95% (IC 95%) para calcular la fuerza de esta
asociacion. Ademas, adoptaron un modelo de efectos aleatorios y realizaron
un analisis de meta-regresién y subgrupo, y también llevaron a cabo un
andlisis de sesgo de publicacion. EI CR agrupado sugiri6 que los niveles
elevados de miARN-21 estaban claramente relacionados con una menor
supervivencia global (CR = 2,27 IC del 95%: 1,81 a 2,86), con un indice de
medida de heterogeneidad 1> = 76,0%, p = 0,001, lo que demuestra que
elmiARN-21 podria ser un biomarcador potencialmente util para predecir el

prondstico del cancer en futuras aplicaciones clinicas.

Wang, Liu, Sun, Wang, Zou, Jiao, Ning,y Xu (2014), realizaron una
publicacion en la revista Biomed Central Cancer (BMC) de una investigacion
que titularon: Significado prondstico de la expresion del microARN-221/222
en canceres: evidencia de 1.204 sujetos, la cual tuvo como objetivo evaluar
los efectos de miARN-221/222 y la expresion tanto en la supervivencia global
(SG) de los pacientes con cancer y la supervivencia libre de enfermedad
(SLE). En esta investigacion los autores realizaron un meta-analisis a partir
de una busqueda sistematica en las bases de datos PubMed, Embase,
Cochrane, y CNKI, y tomaron de éstas un total de 17 estudios que incluyeron

1.204 sujetos y que fueron incluidos en dicho meta-analisis. Para valorar la
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fuerza de la asociacion utilizaron el coeficiente de riesgo (CR) y su intervalo
de confianza del 95% (IC del 95%). Al evaluar la importancia pronéstica de la
expresion de miARN-221, el CR agrupado fue 1,91 (IC del 95%: 1,28 a 2,85;
p = 0,002) para la SG y 1,36 (IC del 95%: 0,88 a 2,09; p = 0,163) para la
SLE. Ademas, al evaluar la importancia pronostica de miARN-222 expresion,
el CR agrupado fue 2,15 (IC del 95%: 1,51 a 3,06, p <0,0001) y para la SG
(IC del 95%: 0,45 a 4,13; p = 0,581) 1,37 para la SLE. Con este estudio los
investigadores demuestran que la elevada expresion de miARN-221
y miARN-222 se asocia con una mala supervivencia global en pacientes con
cancer, y por consiguiente éstos podrian utilizarse como una estrategia

terapéutica potencial en la préactica clinica.

Yang , Zhang, Chen, Xu, Song y Yin (2014), llevaron a cabo una
investigacion de tipo documental, que fue publicada en la revista Biomed
Central Cancer (BMC) sobre el papel pronéstico del miARN-221 en diversas
neoplasias malignas en humanos. Su objetivo era evaluar el valor predictivo
del miARN-221 en el pronéstico del cancer. Los autores realizaron un meta-
andlisis en el cual recopilaron 20 estudios relacionados, los estudios
relevantes fueron identificados mediante la busqueda en las bases de datos
PubMed, Embase y Web of Science. Para investigar la asociacién entre la
alta expresion del miARN-221 y el pronéstico del cancer calcularon los
cocientes de riesgos agrupados (CR) con intervalos de confianza del 95%
(IC) de los analisis totales y estratificadas, también la supervivencia global
(SG) y la supervivencia libre de recidiva (RFS). En sus resultados
encontraron que la alta expresion de mIARN-221 puede prever un mal
prondstico en los tumores malignos con un (CR agrupado = 1,55, p = 0,017),
pero no tiene ninguna asociacion significativa con la SSR (CRI combinado =
1,02, p = 0,942). Ademas, en los analisis estratificados encontraron que la
alta expresion de miARN-221 se asocid significativamente con un mal

pronaostico de la supervivencia global en los asiaticos (CR agrupado = 2,04, p
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= 0,010) o suero / subgrupo de plasma (agrupados HR = 2,28, p <0,001), e
incluso mostré significativamente pobre supervivencia global (SG)
(agrupados HR = 1,80, p <0,001) y SSR (CRI combinado = 2,43, p = 0,010)
en el subgrupo de carcinoma hepatocelular (CHC), pero se correlacioné con
un RFS favorable en subgrupos de cancer de préstata (CR agrupado = 0,51,
p = 0,004). Los autores estimaron que el mIARN-221 es adecuado para
predecir el pronostico del cancer en los asiaticos, y es un biomarcador
pronéstico prometedor para el CHC. Asimismo, la deteccion de miARN-221
en muestras de suero o plasma puede que sea en un método efectivo para el
control de pronéstico de los pacientes y la evaluacion de la eficacia

terapéutica en el futuro.

Antecedentes Historicos

A finales del siglo XX fue cuando se comenzaron a estudiar por primera
vez los miARNs, y fueron Lee, Feinbaum,y Ambros quienes en 1993
descubrieron el primer miARN llamado lin-4, el cual fue identificado a partir
de un estudio realizado con Caenorhabditis elegans, un gusano diminuto
proveniente del suelo. Dicho estudio demostré que el lin-4 actia regulando
negativamente el nivel de proteina LIN-14, creando una disminucion temporal
en LIN-14 en la primera etapa larval, ya que este lin-4 se une a los siete
sitios de lin-14 en la region no traducida 3' (3' UTR), y de esta manera

reprime la proteina.

Aflos mas tarde, en 2005, Felli, y sus colaboradores realizaron una
investigacibn donde demostraron que los mMIARN 221 y 222 inhiben la
eritropoyesis, ya que el nivel de expresion de dichos miARNs es gradual y
modulado bruscamente hacia abajo. Posteriormente, en 2006 Zhang y cols
llegaron a la conclusién de que algunos miARNs regulan los procesos de

proliferacion celular y la apoptosis que son importantes en la formacién del
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cancer, ya que a través del uso de técnicas como el andlisis de transferencia
Northern Blot, PCR en tiempo real y miARN microarrays encontraron que
varios miARNs participaron directamente en los canceres humanos,
incluyendo pulmon, mama, cerebro, higado, cancer de colony leucemia,
como el mIARN-17-92 que pueden funcionar como oncogenes y promover el
desarrollo del cancer mediante la regulacion negativa genes supresores de
tumores, y el let-7 que funciona como genes supresores de tumor y puede
inhibir el cancer mediante la regulacion de oncogenes y/o genes que

controlan la diferenciacién celular o apoptosis.

Bases Teoéricas

Aproximacion tedrica sobre los biomarcadores

Los biomarcadores son restos de sustancias o sus metabolitos que se
encuentran presentes en el organismo de un individuo. Es una caracteristica
que se mide y evalia como un indicador de procesos bioldégicos normales,
procesos patogénicos, o respuestas farmacologicas. También actia como
indicador de los cambios funcionales y estructurales en érganos y células
(Repetto y Repetto, 2009). Existen tres tipos de biomarcadores: los de
exposicién, que se basan en la medicion de una sustancia exdégena o su
metabolito, o el producto de una interaccién entre un xenobiotico y algunas
moléculas o células blanco dentro de un organismo. Por otra parte, estan los
biomarcadores de efecto, que se basan en la medicidbn bioquimica,
fisiol6gica, comportamiento u otra alteracién dentro de un organismo que,
dependiendo de la magnitud, puede ser reconocida y asociada con una
enfermedad o alteracion en la salud. Por ultimo, los biomarcadores de
susceptibilidad, los cuales son indicadores de una incapacidad adquirida o
inherente de un organismo para responder a cambios de exposicién a un

xenobidtico (Botello y cols 2009).
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Por lo tanto, los biomarcadores pueden ser utilizados para predecir y
controlar los cambios moleculares relacionados con el desarrollo actual o
futura aparicibn de enfermedades, complicaciones 0 respuestas

farmacoldgicas.

Aproximacion teérica sobre los biomarcadores de miARN

El dogma central o principio basico de la biologia molecular establece que
la informacion bioldgica fluye de manera unidireccional, es decir de ADN a
ARN y de éste a las proteinas (Crick, 1970). Existe gran parte de este ARN
gue no codifica a proteinas, el cual hasta hace algun tiempo tenia poco o
ningun valor intrinseco, es por esta razon que los microARNs (miARNS) eran
desconocidos para la comunidad cientifica. De hecho, fue sélo en 1993 que
se supo de la existencia de los miARN, y fueron Lee y cols, quienes
descubrieron el primer miARN (lin-4) en Caenorhabditis elegans (Diaz y
Anton, 2010).

Desde entonces, los miARNs se definen como pequefios ARN de cadena
simple de aproximadamente 21 a 25 nucleétidos de longitud (Robbins y cols,
2010). Son producidos por las células y se han hallado en los diversos fluidos
corporales. Estos se pueden unir al ARN mensajero (mMARN) para impedir la
traduccion de las proteinas, mediando de esta forma el silenciamiento génico
post-transcripcional (Instituto Nacional del Cancer, 2009). Han puesto de
manifiesto su participacién en distintas funciones fisioldgicas y patoldgicas,
regulando procesos celulares esenciales, incluyendo ciclo celular,
diferenciacion, apoptosis y hematopoyesis. También revelan uno de los
mecanismos principales de regulacion de la expresion genética en la

naturaleza.
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Estudios recientes han demostrado que los miARNS, por ser reguladores
criticos de la traduccién para muchas proteinas, estan involucrados en la
progresion de muchas enfermedades. Entre las enfermedades donde se han
hallado alteraciones en los mismos se encuentran enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide, esclerosis sistémica, esclerosis
multiple y lupus eritromatoso en los cuales esta implicado el miARN 150. Asi
mismo, elevados niveles de mMIARN195-5p estan relacionados con la
preclampsia en el embarazo (Sandrin y cols, 2016). Por otra parte, el
aumento de mMIARN en suero esta asociado con la presencia de
complicaciones microvasculares en la diabetes mellitus tipo 2 (Wang y cols,
2016).

Aproximacion teorica sobre los biomarcadores miARN y el cancer

Investigaciones recientes han demostrado un papel clave de los miARNs
en el cancer, debido a que se han encontrado alteraciones en la expresion
de miARNS en diversos tipos de tumores. Ademas, pueden estar asociados a
ciertas funciones oncogénicas y de supresion tumoral. Es por esta razén que
alteraciones en los perfiles de expresion de miARNs permiten distinguir el
tejido tumoral del tejido sano, ademdas de evaluar la agresividad tumoral y
evolucion clinica en diversos tipos de cancer. Estos perfiles Unicos de
expresion parecen no depender de la edad, género o raza, sefialando su uso
potencial en el diagnodstico y pronostico del cancer (Avila y cols, 2011). Los
MIARNS representan una nueva clase de reguladores celulares que modulan
diversos procesos fisioldgicos mediante la regulacion de la expresion del gen
diana.

Algunos miARNs detectados en sangre pueden reflejar el estado de la
enfermedad, lo que les permite ser marcadores seroldgicos no invasivos para

el diagnéstico y vigilancia de la misma (Jiang y cols, 2016). Es por esta razén
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que podrian usarse potencialmente como biomarcadores tisulares para el

diagndstico, clasificacion y prondstico de diversos tipos de cancer.

Un biomarcador ideal en el estudio del cancer deberd tener varias
caracteristicas: primero, presentar alta especificidad y sensibilidad para
detectar la presencia de un tipo de cancer en particular; debe ser util para la
deteccion sin importar el género, edad o raza. Ademas, los niveles de
sintesis, expresion y secrecion se deben correlacionar con la presencia del
cancer. Segundo, presentar estabilidad en la muestra biologica para que
pueda ser medido con precision después de que la muestra se haya
extraido, manipulado o conservado. Ademas, favorecer el desarrollo de un
método de deteccion relativamente barato, simple y preciso que pueda
reproducirse en cualquier laboratorio. De preferencia, debe provenir de una
fuente biol6gica accesible y obtenida de manera poco invasiva (sangre,
orina, esputo, etc.), (Avila, 2011).

Aproximacion Teoérica sobre la Carcinogénesis

El desarrollo del cancer, carcinogénesis, es un proceso de multiples pasos
qgue casi siempre tardan décadas. Los factores que interactdan para influir en
el desarrollo del cancer incluyen predisposicion genética, exposicion a
carcindégenos y funcion inmunitaria (Browder, 2012). Es un proceso que
consta de tres etapas: iniciacion, consiste en la alteracion de una célula a
nivel del genoma (Revista Biocancer, 2010); promocion, que es llevada a
cabo por aquel compuesto quimico o fisico capaz de causar la expansion
selectiva de las células iniciadas (Revista Biocancer, 2010); por ultimo, la
etapa de la progresion, en la cual las células se vuelven malignas (Browder,
2012).

La etapa de la iniciacion estd relacionada con tres procesos

fundamentales: metabolismo, reparacion del ADN y proliferacion celular. Asi
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mismo el compuesto quimico o fisico implicado en este proceso se denomina
agente iniciador o carcinégeno, el cual es capaz de iniciar a las células.
Algunos de los mecanismos moleculares y celulares responsables de la
iniciacibn de la carcinogénesis son mutaciones en el genoma como
transiciones, pequeiias  deleciones, mutaciones  puntuales de
protooncogenes y oncogenes las cuales pueden ocurrir por procesos
estocasticos (Revista Biocancer, 2010).

La etapa de la promocién, es llevada a cabo por aquel compuesto quimico
o fisico capaz de causar la expansion selectiva de las células iniciadas. Los
agentes promotores producen una alteracion en la transduccion de sefiales
celulares. Por lo tanto, su mecanismo de accion reside en una alteracion de
la expresién génica mediada a través de receptores especificos como es el
caso de ciertas hormonas en algunos tipos de cancer (Revista Biocancer,
2010). Los factores que promueven la aceleracion del ciclo celular mediante
la estimulacion de genes oncégenos y los que permiten que una célula
anormal evite la deteccién inmunitaria, haran que una célula mutada se
vuelva carcindégena; sin embargo, esta etapa puede revertirse mediante la
eliminacién del promotor, aunque cualquier célula que se haya iniciado en
forma irreversible tiene la capacidad de ser promovida durante un tiempo
indefinido (Browder, 2012).

En la etapa de progresion, el tumor ya se ha desarrollado formando su
propio suministro sanguineo a través de un factor angiogénico tumoral que
induce la formacién de ramas capilares dentro del tumor. El nuevo sistema
vascular nutre el tumor y facilita su crecimiento. Conforme se dividen las
nuevas células cancerosas, aparecen nuevas caracteristicas y las células
tumorales adquieren cambios malignos que conducen a la invasion y la

tendencia al crecimiento autbnomo (Browder, 2012).
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Taxonomia del Cancer

Cancer Colorrectal

El cancer colorrectal es la segunda causa de muerte por cancer en los
paises occidentales, el cual surge del epitelio colorrectal como resultado de
la acumulacion de alteraciones genéticas en oncogenes definidos y genes
supresores de tumores (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 2014).
Este tipo de cdncer comienza a menudo con la aparicion de un polipo, que se
puede formar en la pared interna del colon o el recto, que con el tiempo
pueden volverse canceroso. La mayoria de los canceres colorrectales se
desarrollan lentamente  durante varios afios, usualmente son
adenocarcinomas (Instituto Nacional de Céncer, 2014).

El diagnostico de céncer colorrectal se inicia con una exploracion del
area, la cual se realiza a través de la colonoscopia o la sigmoidoscopia,
dependiendo del area de la lesion. Si durante cualquiera de la prueba se
sospecha la presencia de un cancer colorrectal, se toma una biopsia de la
zona afectada, la cual proporciona el diagnostico histolégico o
histopatolégico que generalmente suele ser un diagnostico definitivo

(Sociedad Americana de Cancer, 2015).

Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda (AML), es una enfermedad neoplasica
(Marcucci y Bloomfield, 2016), que se origina generalmente en células del
sistema hematopoyético, especificamente en las células madre que
producen los granulocitos (neutrofilos, eosindfilos o basofilos), convirtiendose
en una célula cancerosa denominada “Blastos” la cual no puede ejercer sus
funciones normales (Karp, 2011). En la mayoria de los casos se manifiesta

inicialmente en la médula 0sea y se extiende rapidamente a través de la
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sangre y en algunas ocasiones puede afectar otras partes del cuerpo como
los ganglios linfaticos, el higado, el bazo, el sistema nervioso central o los
testiculos (Marcucci y Bloomfield, 2016). El sistema de clasificacion mas
utilizado es la realizada por la Organizacion Mundial de la Salud en el 2016
ya que utiliza criterios morfolégicos y ademas incluye informacion genética,

citogenética o molecular para identificar subtipos de AML (Anexo 1).

AML con anomalias genéticas recurrentes

AML con cambios relacionados con mielodisplasia
Neoplasias mieloides derivadas de tratamiento

AML, sin mas especificacion

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down

Neoplasia de células plasmacitoides dendriticas blasticas

El diagnostico presuntivo de LMA se realiza con un andlisis de
Hematologia completa y frotis de sangre periférica, ademas de observar la
cantidad y la apariencia de las células de las muestras sanguineas. Para
identificar y confirmar la LMA y el subtipo se pueden realizar pruebas

confirmatorias de médula 6sea como la PCR-QRT.

Cancer de mama

En los Estados Unidos, el cadncer de mama (o cancer de seno) es el
segundo cancer mas comun en las mujeres, después del cancer de piel. Se
puede presentar en hombres y mujeres, pero es poco frecuente en los
hombres. El cancer de seno es un tumor maligno que se origina en las
células del seno. La mayoria de estos canceres comienzan en las células
gue recubren los conductos y son llamados canceres ductales. Mientras que

otros se originan en las células que recubren los lobulillos y son
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denominados cénceres lobulillares. Existe ademas un pequefio nimero que
se origina en otros tejidos, pero son menos comunes (Instituto Nacional de
Cancer, 2014).

El proceso de diagndstico del cancer de mama comienza cuando existe la
sospecha por la exploracion fisica o0 una mamografia de rutina. Cualquier
hallazgo anormal, tanto en la palpacion como en la mamografia, obligan a
realizar estudios complementarios para descartar la presencia de un cancer
de mama, entre los cuales se encuentran el ductograma o galactograma, la
ductoscopia, y la resonancia magnética nuclear (RNM). Ademas, se realiza la
medicion de marcadores tumorales en sangre como el CA15-3 y el CA27.29
y en ultima instancia la biopsia la cual arrojara un diagndéstico definitivo
(DMedicina.com, 2015).

Céancer de Pulmoén

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer entre
hombres y mujeres en los paises industrializados (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes, 2014). El cancer pulmonar comienza en las células
que recubren los bronquios y se clasifica en dos tipos principales. El primero
es el cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP), el cual representa
aproximadamente el 85% de cancer de pulmon por lo tanto es el tipo mas
comun, que se caracteriza por crecer y diseminarse mas lentamente. El
CPCNP a su vez se subdivide en tres 3 formas comunes: Adenocarcinomas,
gue a menudo se encuentran en una zona exterior del pulmén; Carcinomas
escamocelulares, que generalmente se encuentran en el centro del pulmén
al lado de un conducto de aire (bronquio); y Carcinomas de células grandes,
que pueden ocurrir en cualquier parte del pulmén y que tienden a crecer y
diseminarse mas rapidamente que los otros 2 tipos. El segundo tipo de
cancer pulmonar es el cancer pulmonar de células pequefias, este tipo de

cancer representa aproximadamente el 25% de todos los casos de cancer
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de pulmén y se disemina mucho mas rdpido que el cancer pulmonar de
células no pequefias, y se subdivide en dos tipos diferentes de céncer:
Carcinoma de células pequeiias (cancer de células en avena), y carcinoma
combinado de células pequefias. La mayoria de los canceres pulmonares de
células pequefias corresponden al primer tipo (Instituto Nacional de Céancer,
2014).

Para el diagnostico de cancer de pulmon se utilizan tomografias
computarizadas, radiografias de torax, (estas pruebas de exposicion a
radiaciones pueden de igual forma aumentar el riesgo de cancer), citologia
de esputo en la cual se observa al microscopio para determinar la presencia
de células cancerosas. Ademas, se le pueden determinar en sangre algunos
marcadores tumorales especificos como la Enolasa neuronal especifica
(NSE) (Instituto Nacional del Cancer, 2014).

Cancer gastrico o adenocarcinoma gastrico

Los adenocarcinomas gastricos se subdividen en dos grupos, un tipo
difuso en el cual no existe cohesiéon celular, de manera que las células
aisladas infiltran y aumentan el espesor de la pared gastrica sin formar un
tumor bien delimitado, son mas frecuentes en pacientes jovenes, se forma
por todo el estdbmago incluido el cardias, provocan pérdida de la elasticidad
de la pared gastrica (la denominada linitis plastica o aspecto de “ bota de
cuero’), ademas de adhesion intercelular deficiente por la falta de E-
caderinas. El otro grupo de adenocarcinoma es el intestinal, el cual se
caracteriza por la presencia de células neoplasicas cohesivas que forman
estructuras similares a glandulas; en este tipo de neoplasias las lesiones
suelen ser ulceradas frecuentemente en el antro y la curvatura menor del
estbmago y a menudo preceden a cambios precancerosos prolongados e

iniciados a menudo por Helicobacter pylori (Mayer, 2016).
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Para el diagndstico de pacientes con sintomas epigastricos se puede
realizar un procedimiento endoscépico para la identificacion de Ulceras
gastricas, las cuales pueden tener aspecto benigno, pero se necesita la
biopsia para descartar malignidad. También se puede realizar la
esofagogastroscopia y la tomografia computarizada (CT), esta Ultima puede
ayudar a determinar la extension (etapa) del cancer, y si la cirugia puede ser

una buena opcidn de tratamiento (Mayer, 2016).

Biogénesis de miARNs

La biogénesis de los miARNs comienza en el nlcleo, con la transcripcion
de los genes de miARNs por la ARN polimerasa Il. Los transcritos primarios
de miARN que se generan se denominan pri-miARN, contienen un capuchén
7-metil guanosina en el extremo 5’ y una cola poli A en el extremo 3'. Estas
modificaciones son marcas o0 sefiales de la transcripcion mediada por la polll
(Bartel, 2004). Los largos transcritos primarios (pri-miARN) son, en un primer
lugar, procesados por la enzima Drosha en el nucleo, dando lugar a
intermediarios con forma de horquilla (pre-miARN). Estos pre-miARN son
reconocidos y exportados desde el ndcleo al citoplasma mediante la proteina
transmembrana nuclear Exportina 5, dependiente de Ran-GTP. Una vez en
el citoplasma, los pre-miARN son sometidos a un segundo paso de division
mediado principalmente por la enzima Dicer, dando lugar a los miARNs
maduros, un duplex de ARN de doble cadena y pequefio tamafio (19-25
nucleotidos por cadena) que contiene dos miARNs. Los miARNs maduros
son incorporados en el complejo RISC (RNA-induced silencing complex). El
mMiRNA maduro se carga con Argonaute2 (Ago2) en el complejo silenciador
inducido por RNA (RISC), y guia al RISC a reprimir la expresion génica
mediante el silenciamiento de la traduccion o la degradacion del mRNA,
mediante la unibn complementaria a, en su mayoria, la region no traducida 3

" de los genes diana (Bartel, 2004) (Anexo 2).
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Aplicaciones clinicas de los miARNs

Investigaciones recientes sobre los miIARNs han demostrado que éstos
desempeiian un papel importante en la regulacion de la actividad genética, y
ademas en el inicio y progresion del cancer. Es por esta razén que muchos
investigadores estan descifrando los perfiles de expresion de miARNs para
intentar clasificar los diferentes tipos de cancer, y para buscar nuevos
marcadores en base a mMIARNs que puedan dar un diagnostico y un
pronostico de la enfermedad (Diaz y Anton, 2010).

Por otra parte, se han reportado evidencias de alteraciones en los
patrones de expresion a nivel celular/tisular de ciertos miARNs asociados a
procesos patoldgicos tales como inflamacion, desérdenes cardiovasculares,
desordenes neuronales y diabetes. Estas alteraciones presentan perfiles
Unicos de expresion que no dependen de la edad, sexo o raza (Avila y cols,
2011).

La identificacion de miARNs en los fluidos corporales como plasma,
suero, orina, lagrima y saliva, ha provocado un considerable entusiasmo en
el campo de biomarcadores y de esta manera llegar a ser una de las piezas
mas importantes de la medicina personalizada (Cortés y cols, 2011).

Importancia de los Metaandlisis

En los ultimos afios, la producciéon cientifica en cualquier dmbito ha
crecido exponencialmente haciendo que resulte muy dificil revisar la
investigacién de forma exhaustiva y objetiva. Actualmente, examinar cada
estudio por separado dada la explosion de conocimiento que existe resultaria
un procedimiento sesgado e inefectivo.

Debido a la importancia de comparar resultados de la forma mas exacta y
fiable posible, los investigadores han dedicado especial atencion en

desarrollar revisiones sistematicas cientificas que agrupen los resultados del
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gran numero de publicaciones realizadas en cada &rea del conocimiento
cientifica, lo que ha llevado al metaanalisis a ser una metodologia de
investigaciones prescindible para el desarrollo cientifico y aplicado. El
metaanalisis es una metodologia capaz de acumular de forma rigurosa y
sistematica los resultados de un conjunto de estudios empiricos sobre un
mismo problema de investigacion mediante la aplicacion de analisis
estadistico (Huedo y Johnson, 2009).

Por otra parte, este se define como un conjunto de técnicas que permiten
la revision y combinacién de resultados de distintos estudios previos para
contestar una misma pregunta cientifica. Inicialmente, estas técnicas
empezaron a utilizarse en ciencias sociales y en agricultura durante los afios
treinta y cuarenta, pero posteriormente se introdujo en la combinacion de
ensayos clinicos para evaluar la eficacia de tratamientos. Ademas, estan
siendo usados en la disciplina de la Medicina basada en la evidencia, la cual
posee un enfoque en la practica médica dirigido a optimizar la toma de
decisiones, haciendo hincapié en el uso de pruebas cientificas provenientes
de investigacidon bien diseflada y realizada. Esta disciplina utiliza la
clasificacion de la evidencia y exige que sélo la evidencia fuerte (la que
proviene de metaandlisis, revisiones sistematicas y ensayos controlados
aleatorios) pueda originar recomendaciones médicas (Molina, y Marino,
2001).

En el afio 1999 se publicé la declaracion QUOROM (Quality Of Reporting
Of Meta-analysis), cuyo objetivo era establecer unas directrices para mejorar
la calidad de la presentacion de los metaanalisis de ensayos clinicos
aleatorizados gque se publican en las revistas biomédicas. Posteriormente, en
el afio 2009, se publico la declaracion PRISMA (Preferred Reporting items for
Systematic reviews and Meta-Analyses), una actualizacion y ampliacion de
QUOROM consistente en una lista de comprobacién estructurada de 27
items. PRISMA sigue la estructura basica de un articulo cientifico, detallando

los contenidos especificos que deberian reportarse en cada seccion.
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También propone la utilizacion de un diagrama de flujo para ilustrar el
proceso de la revision.

La finalidad de PRISMA es ayudar a los autores de los metaanalisis a
partir de ensayos clinicos u otro tipo de estudios a recordar los aspectos
clave que deberian considerar a la hora de publicar su trabajo en forma de
articulo en una revista biomédica, asi como también a los editores de estas
revistas para mejorar el proceso de revision de los manuscritos y el producto

final que se publica (Urratia y Bonfill, 2013).

Definicién de Términos

Oncogenes

Son formas alteradas de genes normales que regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular. Son genes estimuladores dominantes, ya que suele
ser suficiente una mutacion en una sola copia del gen para producir su
efecto, lo que conlleva al desarrollo del cancer (Diaz y Garcia, 2000).

Los oncogenes fueron los primeros genes causantes de cancer
identificados. En 1975, Michael Bishop y sus colaboradores descubrieron que
los genomas de todas las células normales portan secuencias de ADN que
estdn  estrechamente relacionadas  con oncogenes, llamados
protooncogenes, los cuales son responsables de funciones normales basicas
en las células sanas pero, cuando mutan, se transforman en oncogenes que

contribuyen al desarrollo de cancer (Pierce, 2009).
Genes Supresores Tumorales
Ejercen un papel regulador negativo en el control de la proliferacion

celular, ademas de ser mas dificiles de identificar que los oncogenes porque

inhiben el cancer y son recesivos, es decir, ambos alelos deben estar
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mutados para que la inhibicion sobre la division celular se vea afectada y se
produzca el cdncer. Un organismo puede heredar una copia defectuosa del
gen y no desarrollar la enfermedad, porque el otro alelo normal sigue

produciendo el agente supresor del tumor (Pierce, 2009).

Microarreglo

Los microarreglos son usados para analizar la expresion diferencial de
genes, y se monitorizan de manera simultanea los niveles de miles de ellos.
Estos suelen utilizarse para identificar genes con una expresion diferencial
en condiciones distintas, es decir, para detectar genes que producen ciertas
enfermedades mediante la comparacién de los niveles de expresion entre
células sanas y células que estan desarrollando la enfermedad (Rampal,
2007).

Los microarray son basicamente una coleccion de fragmentos de material
genético cDNA (ADN complementario) o de oligonucledtidos de secuencia
conocida unidos covalentemente a una superficie. A estos fragmentos de
material genético de una sola hebra inmovilizados en el soporte se les llama
“sondas”.

Los acidos nucleicos de las muestras a analizar se marcan por diversos
meétodos (enzimaticos, fluorescentes, etc.) y se incuban sobre el panel de
sondas, permitiendo la hibridacion de secuencias homodlogas. Durante la
hibridacién, las muestras de material genético marcadas (target sequences)
se uniran por complementariedad al material del soporte, permitiendo la asi
identificacion 'y cuantificacion del ADN presente en la muestra.
Posteriormente, el escaneo y las herramientas informaticas nos permiten

interpretar y analizar los datos obtenidos (Gonzalez, 2010) (Anexo 3).
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Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(QRT-PCR)

La transcripcion inversa (RT) seguida de una reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) representa la tecnologia mas potente para amplificar y
detectar cantidades minimas de ARN, por ser el método mas sensible y mas
confiable, en particular para transcripciones poco abundantes en tejidos con
bajas concentraciones de ARN, ARN parcialmente degradado y de tejidos
limitados. (Dorak, 2007).

El material de partida puede ser tanto de ARN total, como mensajero. En
ambos casos, el ARN se retrotranscribe a cADN usando una enzima llamada
transcriptasa inversa o transcriptasa reversa. La metodologia consiste en
disefiar unos primers especificos que amplifiquen el fragmento del que se
desea conocer el nivel de expresion mediante PCR convencional. La
expresion de dicho fragmento se detecta por fluorescencia, la cual es medida
en cada ciclo de PCR y se obtiene una curva cuando se completan todos los
ciclos. Para calificar estos genes expresados de baja abundancia en
cualquier matriz biolégica, el RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)
es el método de eleccién (Servei de Genomica i Bioinformatica, 2016).

Diferencias entre métodos de medicion de miARN

Determinar los niveles de expresion de los miARN es de gran interés para
los investigadores en muchas areas de la biologia, dado el importante papel
gue desempefian estas moléculas en la regulacion celular. Dos métodos
comunes para medir mRNAs en una muestra de ARN total son
micromatrices y RT-PCR cuantitativa (qPCR). Para comprender los
resultados de los estudios que utilizan estas dos técnicas diferentes para
medir los miRNA, es importante comprender qué tan bien se correlacionan

los resultados de estos dos métodos de andlisis. Dado que ambos métodos
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utilizan el ARN total como material de partida, también es fundamental
entender como la medicion de los mIARN podria verse afectada por el
método particular de preparacion de ARN total utilizado. Los hallazgos en la
literatura sugieren que las correlaciones entre los resultados de microarrays
de miARN vy los resultados de qPCR son generalmente excelentes, al igual
que las correlaciones entre los diferentes métodos de preparacion de ARN
total. (Ach R, Wang H y Curry B. 2008).

Normalizacion

Para iniciar con el analisis y procesamiento de los datos obtenidos
primero estos deben ser normalizados, ya que lo que se busca es disminuir o
minimizar los errores causados por factores bioldgicos y por el ruido técnico
introducido en los datos durante el proceso de secuenciacion, con el fin de
gue puedan ser comparables entre si (Gonzalez, 2010).

La normalizaciéon tiene dos objetivos importantes, el primero es llevar a
una misma escala todas las muestras o individuos correspondientes a cada
condicién para evitar asi falsos positivos, ya que una muestra con mayor
profundidad de secuenciacion tiene mas probabilidad de tener genes con
expresion diferencial (DE) respecto a otra, sin deberse estas diferencias a la
condicion bajo estudio.

El segundo objetivo trata de eliminar las variaciones bioldgicas entre las
muestras, ya que un gen con una longitud menor puede mostrar un nimero
menor de lecturas que otro con mayor longitud, asi como un gen con mayor
contenido de GC (Carrasco, 2015).

Normalizacion DEseq

DEseq es un método de normalizacion que se incluye en el paquete de

Bioconductor DEseq (version 1.6.0), y se basa en la hipétesis de que la
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mayoria de los genes no se expresan de manera diferencial. Calculando un
factor de escalada DEseq para un carril determinado se calcula como la
mediana de la proporcion, para cada gen, de su recuento de lectura sobre su
media geométrica en todos los carriles. La idea subyacente es que los genes
no expresados diferencialmente deben tener recuentos de lecturas similares
en todas las muestras, lo que lleva a una proporcion de 1. Suponiendo que la
mayoria de los genes no se expresan diferencialmente, la mediana de esta
proporcion para el carril proporciona una estimacion del factor de correccion
que debe ser aplicado a todos los recuentos de lectura de este carril para
cumplir con la hipétesis. Se escogié este método de normalizacion por los
siguientes motivos (Dillies y cols, 2012):

1.- Toma en cuenta diferencias en el tamafio de las bibliotecas.

2.- Toma en cuenta diferencias en la composicién de la biblioteca.

3.- Utiliza valores continuos

4 .- Es el método mas recomendado en la actualidad.

Operacionalizacion del Evento de Estudio

Tabla 1: Operacionalizacion del Evento de Estudio

1. Evento de 2. Definicién 3. Definicién 4. Indicador
estudio conceptual operacional
Tipo de Los niveles de Hallazgos de
MiRNA-21 RNA monocatenario MiRNA-21, miRNA- diferencias
mMiRNA-221 no codificante, de una | 221y miRNA-222 estadisticamente
MiRNA-222 longitud de entre 21y pueden ser significativas entre

25 nucledtidos, que
tiene la capacidad de
regular la expresion
de otros genes a nivel

post-transcripcional

medidos a través
de QRT-PCR 0

microarreglos

los pacientes con
cancer y controles

sanos

Fuente: Herndndez y Rivas.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010), refirié que el tipo de investigacion tiene relacion con la
interrogante de estudio en la cual se resalta qué se quiere saber.
Especificamente, durante esta investigacion se pretendié comparar las
diferencias y semejanzas entre los tipos de cancer en adultos y los
biomarcadores miARN-21, miARN-221 y miARN-222 en fuentes de
divulgacion primaria. Por lo tanto, se considera que esta investigacion es
de tipo comparativa.

Disefo de la Investigacion

Hurtado (2010) describié que el disefio de la investigacion se refiere a
las estrategias implementadas para recolectar la informacion en una
fuente determinada. Estas estrategias estan relacionadas con: donde,
cuando y la amplitud de la informacién a recolectar. El donde se refiere al
lugar en el cual se recolecta el dato, el cual puede ser un ambiente
natural, creado o una fuente documental; siendo el disefio de campo, de
laboratorio o documental, respectivamente. El cuando se refiere al tiempo
en el cual se recolectara la informacion, el cual puede ser presente o
pasado, siendo el disefio contemporaneo o histérico, respectivamente. En
cuanto al numero de veces en el cual se recolecta el dato en un tiempo
determinado, el disefio puede ser transversal o evolutivo. La amplitud de
la informacion se refiere a cuantos eventos se consideraran para
recolectar los datos, siendo el disefio univariable, bivariable o
multivariable. En tal sentido, esta investigacion tiene un disefo

multivariable ya que se consideraran mas de 2 eventos: tipos de cancer y
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biomarcadores (MiARN-21, miARN-221, miARN-222). También, tiene un
disefio histérico ya que los datos fueron recolectados en fuentes primarias
documentales. Y wun disefio transversal, pues los datos fueron
recolectados una sola vez en cada unidad de investigacion. Finalmente,
tuvo un disefio documental con fuentes representadas por los articulos

originales sobre el evento de estudio.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacién a estudiar esta representada por los articulos originales
sobre los biomarcadores y tipos de cancer en adultos, publicados en
revistas de divulgacién primaria desde 2008 hasta 2018, y almacenados

en las base de datos: Pubmed y Pubmed Central.

Seleccion del Tamano Muestral

El tamafio muestral es de 7 articulos originales recolectados desde las
bases de datos seleccionadas que contenian los datos de expresion de

610 pacientes y 727 muestras.

Estrategias de Busqueda y Criterios de Seleccion

Los estudios fueron identificados y seleccionados en las base de datos
electronicas: Pubmed, y Pubmed Central, utilizando las palabras claves
segun el glosario MeSH (Medical Subject Headings): ("MicroRNA-21"[All
Fields] OR "miRNA-21"[All Fields] OR "Micro RNA-21"[All Fields]) AND
("neoplasms"[MeSH Terms] OR "neoplasms"[All Fields] OR "cancer"[All
Fields]) AND microarray[All Fields] AND pcr[All Fields] AND
("2008/03/23"[PubDate] : "2018/03/20"[PubDate] AND "humans'[MeSH

Terms]). La temporalidad designada para la busqueda fue desde marzo
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de 2008 hasta marzo de 2018. Se consideraron los siguientes criterios de
elegibilidad: (1) estudios relacionados sobre algun tipo de carcinoma en
adulto, (2) articulos que midan la expresion de los miARN-21, miARN-221
y mMIiARN-222, (3) estudios que revelen la asociacion entre los
biomarcadores miARN y tipos de cancer, (4) estudios con el tamafio de la
muestra superior a 10 individuos, (5) estudios en los cuales las muestras
fueron de sangre o plasma, (6) validez interna y externa de los estudios

seleccionados.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Se elaboré un instrumento recolector de datos que contiene los items
necesarios para recolectar la informacion. Este instrumento fue evaluado
por un juicio de 4 expertos, quienes expresaron su evaluacion a través de
un escalamiento tipo Likert. Posteriormente, se determiné el coeficiente

de validez y contenido propuesto por Hernandez-Nieto (2001). (Tabla 2).

Tabla 2: Instrumento de Recoleccién de Datos

Numero Veces Cancer Control

Afio de Tipode | quese .
es':ﬁ!io Autor publicacién | cancer | evalué miARN Media Desviacion Media Desviacién Muestras

el gen Estandar PSS Estdndar (rstes totales

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019
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Procedimientos de la Investigacion

Los investigadores realizaron la fase interactiva del proceso de
investigacion a través de un metanalisis, siguiendo los lineamientos
relacionados con los elementos preferenciales para informar sobre

revisiones sistematicas y metanalisis (PRISMA) (Welch y cols, 2013.)

Seleccion de los miARNs

Para dar inicio a la busqueda de la pregunta de investigacion de éste
trabajo se recurri6 a la Enciclopedia de Genes y Genomas de la
Universidad de Kioto Japon (KEGG), la cual es una base de datos de
biologia de sistemas. Esta base de datos muestra los mMIARNSs
sobreexpresados (upregulated) que podrian utilizarse como posibles
biomarcadores moleculares de cancer, estos pudiesen considerarse como
oncogenes gue estimulan a la progresién del mismo. Esta base de datos
clasifica los miARNs en relacion al tipo de cancer y etapa en la cual se
encuentran sobreexpresados.

Para este estudio fueron seleccionados los miARNs 21, 221 y 222, ya
en KEGG se encontraban reportados en relacion con la patogénesis de

varios tipos de cancer. (Figural).

Realizacion de la busqueda

Se realizo6 la busqueda en las bases de datos Pubmed y Pubmed
Central, utilizando palabras clave segun el tesauro MeSH (Medical
Subject Headings). Desde esta base de datos se obtuvieron varios
articulos: miARN-21 (1.868), para el miARN-221 (520) y para el miARN-
222 (164) articulos.
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Figura 1: miARNs sobreexpresados en relacion al tipo de cancer.
Fuente: Enciclopedia de Genes y Genomas de la Universidad de Kioto Japén (KEGG), 2015
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Elegibilidad y exclusion de los articulos

A partir de la busqueda obtenida los autores del estudio tomaron en
consideracion varios criterios de elegibilidad y exclusion para obtener de
esa manera los articulos que cumplian con los objetivos de la
investigacion. Al momento de la seleccion de los articulos se encontr6é que
para los miARNs 221 y 222 solo un articulo (1) cumplia con los criterios
de elegibilidad, por lo cual estos miARNs no fueron tomados en cuenta
para la realizacion del metaandlisis. Por ende, se seleccionaron 7
articulos con los datos de expresion del miARN-21 (Figuras 2, 3 y 4).
Todas las publicaciones identificadas por nuestra estrategia de busqueda
fueron evaluadas de forma independiente por tres revisores. Los
desacuerdos sobre estudios controvertidos se resolvieron mediante una

discusién completa hasta llegar a un consenso.

37



Articulos identificados a través de blsquedas de bases
de datos Pubmed y Pubmed Central: 1868

Exclusiéon de articulos debido a:

Sus titulos y resimenes no tenian relacién con los

nhiativne dal mataanilicier 1R1N

Se seleccionaron a partir de sus titulos
y resimenes: 258

4.

5.

6.

Exclusién de articulos debido a:

. Son articulos de revision: 123

Fueron realizados con lineas celulares: 28

Son irrelevantes para diagnostico de cancer: 26

No estén relacionados con el miARN-21: 58

*Las muestras eran muy pequefias (<10 pacientes): 0

No tenian individuos controles: 8

A

y

Se seleccionaron a partir de su
texto completo: 15

Y

Exclusiéon de articulos debido a:

No arrojan en el manuscrito suficientes datos para el
metaanalisis: 8

Articulos in

cluidos en el

Metaanalisis: 7

Figura 2: Diagrama de flujo miARN-21

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019
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Articulos identificados a través de blusquedas de bases

de datos Pubmed

y Pubmed Central: 520

Exclusién de articulos debido a:

Sus titulos y resimenes no tenian relacién con los

nhiativine dAal mataanilicie 418

Se seleccionaron a partir de sus titulos
y resimenes: 102

Exclusion de articulos debido a:
7. Son articulos de revision: 47
8. Fueron realizados con lineas celulares: 12
9. Son irrelevantes para diagnostico de cancer: 14
10.No estén relacionados con el miARN-221: 20
11.*Las muestras eran muy pequefias (<10 pacientes): 1

12.No tenfan individuos controles: 6

\4

Se seleccionaron a partir de su

texto completo: 2

Exclusién de articulos debido a:

No arrojan en el manuscrito suficientes datos para el
metaanalisis: 1

A 4

Articulos incluidos en el
Metaanalisis: 1

Figura 3: Diagrama d

Fuente: Hernandez y

e flujo miIARN-221
Rivas, 2019
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de datos Pubmed

Articulos identificados a través de blusquedas de bases

y Pubmed Central: 164

Exclusién de articulos debido a:

Sus titulos y resimenes no tenian relacién con los

nhiativine Aal mataanilicie 1492

Se seleccionaron a partir de sus titulos
y resumenes: 22

Exclusion de articulos debido a:
13.Son articulos de revision: 5
14.Fueron realizados con lineas celulares: 6
15.Son irrelevantes para diagnéstico de cancer: 4
16.No estén relacionados con el miARN-222: 2
17.*Las muestras eran muy pequefias (<10 pacientes): O

18.No tenian individuos controles: 2

\4

texto completo: 3

Se seleccionaron a partir de su

v

Exclusién de articulos debido a:

No arrojan en el manuscrito suficientes datos para el
metaanalisis: 2

A 4

Articulos incluidos en el
Metaanalisis: 1

Figura 4: Diagrama de flujo miARN-222

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019
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4. Andlisis estadistico

Para dar inicio al procesamiento estadistico se realiz6 un proceso de
normalizacion de los datos utilizando el programa Excel 2010, aplicando
el procedimiento (DESeq) de aquellos manuscritos que presentaron en
materiales suplementarios los datos en bruto de microarreglos, con el
objetivo de eliminar el ruido producido por la técnica. Esta normalizacion
requirio calcular un factor de escalada, para la cual se utiliza todo el
conjunto de datos evaluados en el microarreglo, por lo que fue necesario
para este estudio normalizar un total de 9.319.081 datos de 364 pacientes
(Tabla 3). Luego de normalizados los datos se calculdé la media y la
desviacion estandar de los valores de expresion del miARN-21 de cada
estudio (Tabla 4). Las medias, desviaciones estandar y el nimero de
pacientes con cancer y controles fueron introducidos en el software
Review Manager versiéon 5.3 (RevMan), que es un programa para la
preparacion de revisiones sistemdticas y metaanalisis disponible
gratuitamente en la pagina de la Fundacion Cochrane.

Para la realizacién del forest plot se utiliz6 el modelo de efectos
aleatorios, ya que éste toma en cuenta la heterogeneidad entre los
estudios aceptando que las diferencias no solo se deben al error por
aleatoriedad, sino que se asume que existen diferentes efectos reales
genuinos para un mismo parametro evaluado. Para la medida del efecto
se utilizo la diferencia de medias estandarizada debido a que la expresion
del gen utiliza valores cuantitativos continuos, este es un estadistico
resumen del metaanalisis que se utliza cuando todos los estudios
evalian el mismo resultado pero lo miden en diferentes escalas con la

finalidad de estandarizarlo (Higgins y cols, 2011).
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Tabla 3: Conjunto de datos normalizados.

1 105 1100 115500
2 12 2158 25896
3 20 15552 311040
5 65 143 9295
6 162 54675 8857350
Total de
pacientes 364| Total de datos 9.319.081

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019
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Tabla 4: Conjunto de datos del miARN-21 en cada estudio.

Afio de Cancer Control
Autor publicacién VTP G2 G| it Media Desviacion Muestras Media Desviacion Muestras Muestras
Estandar Estandar totales

Schrauder MG 2012 Mama 21-5p | 4568836279 | 4288971520 48| 4687770194 | 4015419919 57 105
Schrauder MG 2012 Mama 21-3p | 4849500431 | 2098982630 48| 5274680682 | 1836868232 57 105
Zhang K 2017 Mama 21-5p | 2706711947 | 2688552860 6| 3722209710 | 2966778152 6 12
Zhang K 2017 Mama 21-3p 0,118 0,052 6 0,119 0,049 6 12
LaBreche HG 2011 Mama 21 9,715 0,357 72 9,642 0,556 31 103
LaBreche HG 2011 | Gastrointestinal | 21 9,977 0,361 22 9,593 0,343 37 59
Collado M 2008 Colorrectal 21 17,821 1,847 12 17,8 1,377 8 20

Rommer A 2013 Leucemia
e 21 | 243843934,7 | 76910865,8 52| 237636422,4 | 44596517,7 13 65

mieloide aguda

Shen J 2011 Pulmén 21 6,647 2,045 58 0,628 0,092 28 86
Abu-Duhier FM [ 2018 Pulmon 21 2,32 1,7 80 0,715 0,48 80 160
404 323 727

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019
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Disefio de Anéalisis

Los datos de expresion del miARN-21 obtenido de las bases de datos
fueron normalizados para eliminar el ruido causado por la técnica.
Posterior a ésta normalizacién se calculd la media y la desviacién
estandar. Los hallazgos de cada estudio seleccionado fueron agregados
con el fin de construir un grafico para valorar el nivel de expresion del
MIARN. Esto se hizo comparando el tamafio del efecto del resultado de
cada estudio a través de la diferencia de medias estandarizada (DME). La
DME de cada estudio se represent6 en la grafica por la ubicacion de un
cuadrado con respecto al eje horizontal inferior. Por otra parte, su
intervalo de confianza (IC) del 95% esta representado con una linea
horizontal que atraviesa el cuadrado equidistantemente. El peso del
efecto se representa de forma directamente proporcional al tamafo del
cuadrado que a su vez depende del tamafio de la muestra y de manera
inversa a la desviacién estandar. Cabe resaltar que en el modelo de
metaandlisis de efectos aleatorios hace que los pesos del efecto tiendan a
equiparase disminuyendo el impacto del numero de pacientes en los
estudios por lo que dicho valor pierde relevancia en el analisis de los
resultados.

Se aprecid un efecto de sobreexpresion del miARN cuando el valor de
DME y su IC no coincidan con el punto de no efecto, representado en el
forest plot por la linea vertical que corresponde al punto del cero (0),
considerandose como significancia estadistica para el efecto total del
grupo o subgrupo una p-valor < 0.05.

También, se evaluo la heterogeneidad de los resultados entre los
trabajos seleccionados, con el propésito de evaluar la extension de la
variabilidad entre los estimados de la muestra de los diferentes estudios
cuando son diferentes en su magnitud asi como en nivel de oposicion de
la direccion del efecto en el metaanalisis. Inversamente si hay
homogeneidad en la medida en que los estimados sean mas similares en

magnitud y en la direccion del resultado del efecto, basado en un test de
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chi cuadrado y debe considerarse que existe heterogeneidad cuando los
valores criticos de significancia son de p <0.05, y través del estadistico
indice de heterogeneidad (I?) que se expresa en términos de porcentaje,
por lo general se considera que un grupo es heterogéneo cuando se

presenta un 1> > 50% y una p-valor < 0.05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

Como se describié anteriormente los miARNSs juegan un papel importante
en la cancinogénesis, y se ha evidenciado que estos podrian ser usados
como buenos biomarcadores para el diagndstico cancer. De alli, surge la
necesidad de realizar esta investigacion para buscar las diferencias y
semejanzas de los miIARN-21, miARN-221 y miARN-222 y algunos tipos de
cancer en adulto. Luego del procesamiento de los datos se obtuvo el

siguiente resultado mostrado en la figura 5:
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Study or Subgroup Mean SO Total Mean

Pacientes con Cancer Pacientes Control

Std. Mean Difference

SD Total Weight IV, Random, 95% CI

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

2.1.1 Bajos niveles de expresion
1 Cancer de mama 5p’ 4,568,836,279 4,288 971,520 48 4,687,770,194

2 Cancer de mama 3p’ 4,849,500431 2,096,962,630 48 5274660662
3 Cancer de mama fp’ 2,706,711,947 2688552860 6 3722208710
4 Cancer de mama 3p’ 0118 0.052 b 0118
A Cancer de mama 8715 0.357 72 9642
Cancer colorrectal 17.621 1.847 12 178
Leucemia mieloide aguda 2438439347  76,910,865.8 52 2376364224
Subtotal (95% CI) 244

Heterogeneity. Tau?= 0.00; Chi*= 217, df= 6 (P = 0.90); F= 0%
Testfor overall effect Z=0.28 (P = 0.78)

2.1.2 Altos niveles de expresion

1 Cancer de pulman CNP 6.647 2045 58 0628
2 Cancer de pulmaon CNP 232 1.7 80 0715
Cancer gastrointestinal 9977 0.361 22 9593
Subtotal (95% Cl) 160

Heterogeneity, Tau*=1.19; Chi*= 35.65, df= 2 (P < 0.00001); = 94%
Testfor overall effect Z=2.98 (P = 0.003)

Total (95% CI) 404
Heterogeneity: Tau®=0.92; Chi*=123.99, df=9 (P < 0.00001); = 93%
Testfor overall effect Z=1.79 (P = 0.07)

4015419919
1,836,868,232
2,966,778,152
0.049

0.556

1377
445965177

0.092
0.48
0343

323

109%  -0.03[0.41,0.38)
10.9%  -022[060,017]
8.3%  -033[1.47,081]
8.3%  -0.02(1.151.11)
10.8% 017 [-0.25,0.59]
9.2% 0.01 088, 0.91]
10.3% 0.09 [-0.52,0.69]
68.7%  -0.03[-0.23,017]

9.9% 354 (2.83,4.24)
11.0% 1.28(0.94,1.62)

10.4% 1.08 [0.52,1.65)
N.3% 1.94[0.66, 3.21]

100.0%  0.58[-0.05,1.21]
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Figura 5: Forest plot de los niveles de expresion del miARN-21.

Fuente: Hernandez y Rivas, 2019.
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Como resultado total combinado de las 10 estudios analizados incluidos
en este metaanalisis se encontrd que al aplicar el test de heterogeneidad fue
estadisticamente significativo con una p=0,00001 y una 1°=93%, lo que indica
que existe un alto nivel de heterogeneidad entre los estudios incluidos en el
metaanalisis. Ademas se evidencié una diferencia de medias estandarizada
de 0,58, con un intervalo de confianza de (-0,05, 1,21), es de hacer notar que
tanto el valor de la media como el intervalo incluyen el cero (0) y este
representa el valor de no significancia, lo que quiere decir que no se
encontraron diferencias de expresion del miARN-21 entre los pacientes con
cancer respecto a los controles, por lo tanto el test de efecto total de
diferencias de expresion fue no significativo, con una p=0,07.

En el analisis por subgrupos, se encontré que al dividir los estudios de

acuerdo al nivel de expresion se evidencio lo siguiente:

El primer subgrupo incluyé los estudios de cancer de mama, Carcinoma
colorrectal (CCR) y Leucemia mieloide aguda (LMA), donde se pudo apreciar
homogeneidad entre el grupo, mostrando un test de heterogeneidad no
significativo con una p=0,90 y una 1°>=0%. Es de hacer notar que al aplicar el
test del efecto total para este subgrupo del nivel expresion del gen se
encontré una diferencia de medias estandarizada de -0,03 con un intervalo
de confianza de (-0,23; 0,17), que incluye el valor de no significancia (0), por

lo que presenta una p=0,78.

En el segundo subgrupo, que incluyé los estudios de cancer de pulmén de
células no pequefas y adenocarcinoma gastrico, se encontré que al aplicar
el test de heterogeneidad fue significativo, con una p=0,00001 y una 1>=94%,
lo que quiere decir que el mIARN-21 mostré distintos niveles de expresion
entre los tres estudios, sin embargo es de hacer notar que al aplicar el test
de efecto total se evidencié una diferencia de medias estandarizada de 1,94
con un intervalo de confianza de (0,66; 3,21) que no incluye el cero (0), lo

que quiere decir que el mIARN-21 se encontr0 sobreexpresado en los
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pacientes con cancer respecto a los controles, por lo tanto el test de efecto
total de expresion fue significativo con una p=0,003.

Discusién

En el presente metaanalisis se hallaron principalmente tres resultados, un
grupo de tipos de cancer donde no se encontré el miARN-21 sobreexpresado
respecto a los controles, otro grupo de tipos de cancer donde si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas de sobreexpresion del
mismo, y un resultado total de todos los tipos de cancer evaluados donde no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas de sobreexpresion
del miARN-21 en las muestras de individuos con cancer respecto a los
controles.

En el primer subgrupo en que se incluyeron los estudios de Cancer de
mama, Carcinoma colorrectal (CCR) y Leucemia mieloide aguda (LMA), se
pudo apreciar homogeneidad entre el grupo y no se evidenciaron diferencias
significativas de sobreexpresion del miARN-21 en los pacientes con cancer
respecto a los controles. Cabe resaltar que este grupo esta conformado por
la evaluacion de cinco (5) estudios de cancer de mama, donde las muestras
fueron obtenidas de pacientes en etapa temprana de cancer; pero al analizar
la literatura a fondo se encontré con que éste gen ha sido reportado como
sobreexpresado en pacientes con cancer de mama principalmente en etapas
avanzadas de la enfermedad como en la metastasis (Yan, 2008; Petrovic,
2016), por lo tanto los resultados de esta investigacion no pueden ser
comparables entre si.

En el segundo subgrupo que incluyo los estudios de cancer de pulmén de
células no pequefias y adenocarcinoma gastrico se encontré entre estos una
alta heterogeneidad, lo que quiere decir que el mIARN-21 mostrd distintos
niveles de expresion entre los tres estudios, sin embargo todos presentaron
sobreexpresion en los pacientes con cancer respecto a los controles sanos;

esto es consono con lo encontrado en la literatura (Kegg, 2015). Por otro
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lado al buscar las procesos generales en los que ha sido relacionado el
miARN-21 se hayo la angiogénesis e hipoxia ambas caracteristicas
inherentes a los sellos del cancer (Hanahan y weinberg, 2000) las cuales son
caracteristicas presentes en todos los tipos de cancer luego de las etapas
iniciales de proliferacion de clonas, por lo que podria seguirse postulando
como un buen biomarcador de diversos tipos de cancer.

Sin embargo como resultado total de los 10 estudios analizados e
incluidos en este metaanalisis se encontré un alto nivel de heterogeneidad
entre los mismos, y en general no se encontraron diferencias significativas de
expresion del miARN-21 entre los pacientes con cancer respecto a los
controles. Para tratar de explicar este resultado, podemos iniciar
describiendo lo que se evidencia al hacer un analisis de la variedad de
subtipos de céncer, hallados a través de los examenes disponibles en la
actualidad, obtenidos por biopsias, con técnicas de anatomia patoldgica que

se desglosan en las Figuras 6, 7, 8 y 9expuestas a continuacion:
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Figura 6: Sub-clasificacidon de tipos de cancer de pulmén

Fuente: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 2019
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Figura 7: Sub-clasificacion de tipos de cancer de colon

Fuente: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 2019
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Figura 8: Sub-clasificacion de tipos de cancer de mama

Fuente: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 2019
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Figura 9: Sub-clasificacion de tipos de cancer gastrointestinal

Fuente: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 2019
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A través de esta sub-clasificacion se hace evidente que cuando se habla
de alguno de estos tipos de cancer en realidad se estd hablando de un
conjunto de patologias que podrian generar patrones de expresion de genes
distintos en cada una, lo que dificulta el hallazgo de un gen en particular que
se sobreexprese en céncer en general. El cancer es una enfermedad
genética, causada por mas de una mutacion en el genoma de un individuo;
aunado a esto, es importante considerar que los seres humanos tenemos
alrededor de 25.000 genes codificantes de proteina y 100.000 genes no
codificantes, y que debido a la inestabilidad gendmica (uno de los sellos del
cancer) que genera propension a mutaciones aleatorias, se puede decir que
cada cancer, en cada individuo, en cada etapa, se podria considerar una
enfermedad Unica, ademas de la evolucion heterogénea intra e inter tumoral;
este es el principio del que parte la medicina de precision. Esto se evidencia
en el portal del atlas del genoma del cancer, Figura 10:
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Figura 10: 500 pacientes con cancer de pulmon con mas mutaciones y sus 50 genes mas mutados.

Fuente: Catalogue of Somatic Mutation In Cancer, 2019
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En la actualidad el cancer se clasifica de acuerdo al tejido en donde
aparecen las mutaciones. Notese que cada individuo presenta un numero
distinto de mutaciones y en ubicaciones distintas en el genoma, que produce
enfermedades Unicas en cada individuo, generando fenotipos particulares
que tendrian biomarcadores y tratamientos especificos en cada caso, de ahi
la dificultad de encontrar estos anhelados biomarcadores moleculares
generales de cancer.

A continuacion se muestran dos metaanalisis del miARN-21 y cancer que

realizaron analisis estadisticos comparables con nuestro metaanalisis

(Figuras 11y 12):

Study »
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Gao 2010 ——— 599 (2.52. 14.20) 284
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Figura 11: Forest plot de Metaandlisis de la asociacion entre la expresion de

mMiARN-21 y el prondstico.
Fuente: Wang W, 2014
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Figura 12: Forest plot de estudios que evaluaron los indices de riesgo de
alta expresion del miARN-21 en comparacion con la baja expresion para el
cancer.

Fuente: Wang Y, 2014

En términos generales se puede apreciar variabilidad en los niveles de
expresion del miARN-21 entre los estudios en el mismo tipo de cancer,
observandose en algunos estudios sobreexpresado en los pacientes con
cancer y en otros no, y si se observa mas detalladamente los forest plots los
intervalos de confianza de los estudios terminan solapandose unos con otros
hasta pasar la linea de no efecto.

Se puede apreciar que ambos metaandlisis presentan un efecto total que
evidencia el mIARN-21 como sobreexpresado, por lo que concluyen que se
puede postular como buen biomarcador de cancer. Sin embargo al generar
tablas con los datos de estos metaandlisis, donde se ordenaron los estudios
por tipo de cancer y por el rango inferior del intervalo de confianza se

encontré lo que se evidencia en las Figuras 13y 14:
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Figura 13: Datos de expresion del miARN-21.
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Figura 14: Datos de expresion del miARN-21
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Fuente: Wang Y, 2014
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Al comparar el los datos de expresion del miARN-21 que se muestran
en el metaanalisis de la figura 13 con lo los datos de expresion que se
obtuvieron en ésta investigacion, se puede observar que en el caso del
cancer colorrectal ese metaanalisis mostr6 que cinco de sus estudios
arrojaron diferencias de expresion entre los pacientes con cancer y los
controles, y que dos estudios no, y que en el caso de esta investigacion no
se encontré diferencia de expresion. Es importante destacar que para esta
investigacion solo se conté con un estudio de cancer colorrectal, lo que
dificulta realizar la comparacién, debido a que no hay una tendencia
evidente.

En relacion al cancer de mama, un solo estudio no mostro diferencias de
expresion y dos si, pero por otra parte, los cinco estudios incluidos en esta
investigacién no mostraron diferencias de expresion, cabe resaltar que no se
obtuvo informacion suficiente de los estudios usados para la realizacién del
metaanalisis de la Figura 13, por lo que no se sabe en qué etapa de la
enfermedad se encontraban dichos pacientes.

Por otra parte, en el caso del cancer de pulmén en la Figura 13 se
observa que cuatro estudios no mostraron diferencias de expresion, pero
seis estudios si, estos ultimos concuerdan con los resultados obtenidos de
esta investigacion, en la cual los dos estudios de céancer de pulmoén
mostraron diferencias de expresién entre los pacientes con cancer y los
controles sanos, por lo tanto no hubo una tendencia evidente.

En la Figura 14, se muestra la comparacion con otro metaanalisis en el
cual se observan los datos de expresion del miARN-21, en el que se muestra
relacion con lo encontrado en esta investigacion, ya que tanto en el cancer
de pulmén como en el gastrico se encuentran sobreexpresados en ambos
metaanalisis, o que demuestra de acuerdo a ésta comparacion que el
MIARN-21 podria ser considerado un buen biomarcador de céncer de

pulmén y gastrico.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

Las conclusiones presentan el conocimiento nuevo generado durante las
fases operativas de la investigacion. Por lo tanto, representan la respuesta al
enunciado holopraxico, y los sub-logros contenidos en los objetivos
especificos (Palella y col, 2010; Hurtado, 2010).

Considerando los resultados obtenidos en esta investigacion, se

mencionan las siguientes conclusiones:

» Los articulos identificados y seleccionados que estaban relacionados
con el mIARN-21 y que cumplieron con todos los criterios de
eligibilidad fueron 7 que se incluyeron en el metaanalisis respecto a
los mIARN-221 y miARN-222 no se encontro suficiente evidencia para

la realizacion del metaanalisis.

» Los datos obtenidos de los articulos seleccionados relacionados con el
MIARN-21 fueron sometidos a un proceso de normalizacion y andlisis

estadistico requerido para realizar el metaanalisis.
» EIl miIARN-21 no se considera un buen candidato como biomarcador

molecular detectable en sangre o biopsia liquida para el cancer de

mama, carcinoma colorrectal (CCR) y leucemia mieloide aguda (LMA).

60



El miARN-21 podria ser un buen candidato como biomarcador
molecular detectable en sangre o biopsia liquida de cancer de pulmoén

de células no pequefias y adenocarcinoma gastrico.

El miARN-21, de acuerdo a los datos analizados no podria
considerarse como un biomarcador molecular general detectable en

sangre o biopsia liquida de todos los tipos de cancer evaluados.

Recomendaciones

Se recomienda la realizacion de metaanalisis con méas articulos a
partir de otras bases de datos y bajo otros criterios de seleccion, para
aumentar la muestra total y el poder estadistico de la prueba, ya que
en este estudio solo se incluyeron 7 articulos que cumplian con los

criterios de elegibilidad acordados.

Se sugiere la realizacion de una busqueda exhaustiva para ver si
existen publicaciones de articulos en los cuales los resultados hayan
sido negativos para la investigacion, de manera que sirvan para

realizar una mejor comparacion.

Se aconseja la busqueda de articulos en los cuales se tengan los
datos individuales de cada paciente (el origen étnico, el sexo, la edad

y de los regimenes de tratamiento) para orientar mejor al resultado.

Se recomienda ademas realizar un metaanalisis a partir de datos de

pacientes con cancer de mama en etapa avanzada, debido a que en
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la literatura se describe que este miIARN se encuentra sobreexpresado

en procesos metastasicos del cancer de mama.

» Se recomienda la evaluacion de grupos de genes para postular como

un conjunto de biomarcadores moleculares de cancer
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ANEXOS



Anexo 1: Clasificacion de la leucemia mieloide aguda (AML).

AML con anomalias genéticas recurrentes
AML con t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1b
AML con inv(16)(p13.922) o t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11b
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;912); PML-RARADb
AML con t(9:11)(p11;923); MLLT3-MLL
AML con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
AML con inv(3)(g21g26.2) o t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
AML (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
Entidad provisional: AML con NPM1 mutado
Entidad provisional: AML con CEBPA mutado

AML con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides derivadas de tratamiento

AML, sin mas especificacion

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria

Leucemia mieloide relacionada con sindrome de Down

Fuente: Marcucci y Bloomfield, (2016).

Anexo 2: Biogénesis de los miARN
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Anexo 3: Microarreglo.
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Fuente: Microbiology notes.
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