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RESUMEN

Los miRNAs son pequenas secuencias no codificantes que regulan la expresion
génica a nivel post-transcripcional en diversos procesos biolégicos (diferenciacion,
proliferacion celular, ciclo celular y apoptosis). Diversos estudios han reportado
bajos niveles de expresion del miRNA-145 en plasma asociado a cancer,
describiéndolo como supresor tumoral. Bajo esta perspectiva, se han desarrollado
nuevas técnicas en biologia molecular para optimizar la sensibilidad y especificidad
como la tecnologia de PCR digital (dPCR). El objetivo fue evaluar los niveles del
mMiRNA-145 circulante en plasma de mujeres peruanas y analizar in silico su
impacto metabdlico en cancer. Un total de 30 muestras de plasma de mujeres
residentes en Lima, entre 20 y 67 afos, diagnostico negativo para cancer entre los
afnos 2016 y 2018 en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) y
Oncosalud, fueron analizadas utilizando dos ensayos con fluorescentes VIC y FAM
para la cuantificacion de los valores del control exdgeno Cel-miR-39 y miRNA-145
respectivamente, en una plataforma de amplificacion basada en chips (sistema
PCR digital 3D QuantStudio). Los niveles de miRNA-145 circulante en plasma en
este grupo de mujeres peruanas fueron mayores que los valores reportados en
otros estudios en cancer de mama. En el analisis in silico se identificaron 35
transcritos diana los cuales pertenecen a la ruta de sefializacion y metabdlicas
asociadas a la variacién de los niveles de miRNA-145 en cancer de mama y ovario,
con gran impacto en el metabolismo de la glucosa y glutamina, especificamente
sobre las enzimas hexoquinasa 2 (HK2) y glutaminasa (GLS). En general, los
niveles de miRNA-145 circulante en plasma en esta muestra de mujeres peruanas
fueron mayores a los reportados para cancer de mama y el analisis in silico indico
un impacto en las principales rutas metabdlicas asociadas a cancer de mama y
ovario. De esta manera se aporta al conocimiento de los factores epigenéticos en

cancer y en el contexto de la medicina personalizada en el Peru.

Palabras clave: miRNAs, miRNA-145, plasma, in silico, PCR digital
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ABSTRACT

MiRNAs are small non-coding sequences that regulate gene expression at the post-
transcriptional level in various biological processes (differentiation, cell proliferation,
cell cycle and apoptosis). Several studies have reported low levels of expression of
miRNA-145 in plasma associated with cancer, describing it as a tumor suppressor.
In this perspective, new technologies in molecular biology are used to optimize
sensitivity and specificity, such as digital PCR technology (dPCR). The aim was to
evaluate the levels of circulating miRNA-145 in the plasma of Peruvian women and
to analyze in silico it is metabolic impact on cancer. A total of 30 plasma samples from
women living in Lima, between 20 and 67 years old, diagnosed negative for cancer
between 2016 and 2018 at the National Institute of Neoplastic Diseases (INEN) and
Oncosalud, were analyzed using two assays with fluorescent VIC and FAM for the
quantification of the Cel-miR-39 and miRNA-145 exogenous control values
respectively, on a chip-based amplification platform (QuantStudio 3D digital PCR
system). The levels of miRNA-145 circulating in plasma in this group of Peruvian
women were higher than the values reported in other studies in breast cancer. In
the in silico analysis, 35 target transcripts were identified, which belong to the
signaling and metabolic pathways associated with the variation of mMiRNA-145 levels
in breast and ovarian cancer, with a great impact on glucose and glutamine
metabolism, specifically on the enzymes hexokinase 2 (HK2) and glutaminase
(GLS). In general, the levels of miRNA-145 circulating in plasma in this sample of
Peruvian women are higher than those reported for breast cancer and in silico
analysis indicated an impact on the main metabolic pathways associated with breast
and ovarian cancer. In this way, it contributes to the knowledge of epigenetic factors

in cancer and in the context of personalized medicine in Peru.

Key words: miRNAs, miRNA-145, plasma, in silico, digital PCR.
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. INTRODUCCION

La Epigenética estudia los cambios en la expresion génica heredables en el
genoma sin generar algun cambio en la secuencia del ADN que comprende
diversas areas, principalmente en el estudio de metilacién del ADN, modificaciéon
de histonas y niveles de microRNAs (miRNAs). En la actualidad, se han realizado
diferentes estudios sobre la alteracion de estos factores epigenéticos, por ejemplo
los niveles de miRNAs que pueden promover la tumorigénesis y adicionalmente,

susceptibles a factores extrinsecos ().

Los miRNAs son una clase de RNAs no codificantes, es decir, aquellos que no son
traducidos en proteinas, cumpliendo un rol regulador en la expresion génica a nivel
post-transcripcional. Los miRNAs son secuencias cortas de acido ribonucleico que
bloquean la transcripcion por competencia con las regiones RNA-enzima de la
maquinaria celular @y son indicados como marcadores de ciertos tipos de cancer.
Se han descrito mas de 1000 miRNAs humanos y cada uno puede ser regulado por
diferentes vias y a su vez, tener un efecto sobre un gran niumero de blancos y por

ello, actualmente se disefian diversas bases de datos y sistemas de prediccion ).

El cancer es caracterizado por un estado de desregulacion celular, estas
modificaciones pueden ser controladas de forma genética o epigenética a nivel
post-transcripcionales y traduccionales que podrian regular los procesos a través
del nivel de expresion de genes relevantes para el control del ciclo celular. De esta
manera, las modificaciones epigenéticas son descritas principalmente por procesos

de metilacion e inhibicion de la transcripcion por miRNAs ().

En el Peru, el cancer de prostata y cancer de mama es el tipo de cancer mas
frecuente en hombres y mujeres, respectivamente. El cancer de mama es una
enfermedad altamente prevalente en el mundo y es la segunda causa de muerte
entre las mujeres peruanas ©), segun Buleje et al., 2017, existen mutaciones en los
genes BRCA1 y BRCA2 en familias peruanas con cancer de mama hereditario y
cancer de ovario ®). Sin embargo, existen otros factores epigenéticos como los
miRNAs que contribuyeron en el desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico

y prondstico temprano en cancer (19,
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En ese sentido, debido principalmente a la falta de atencion y deteccion temprana
del cancer en el Perd (), el Ministerio de Salud solicité un informe de mision
integrada del Programa de Accion para la Terapia del Cancer (imPACT) e
implementacion del Plan Esperanza para fortalecer el control del cancer, que incluye
la planificacion del registro de cancer, aumento de la prevencién y diagndstico

temprano (100,

Con el desarrollo de las nuevas tecnologias para estudiar y cuantificar los niveles
de miRNAs en plasma, como la PCR digital ®), se han logrado avances en la
comprension y ampliar el potencial de los biomarcadores tipo miRNAs en el cancer,
en general y en particular, el cancer de mama. Se han evaluado diversos miRNAs
(miRNA-21, miRNA-125, miRNA-145, miRNA-143, miRNA-155) en cancer rectal,
cancer colorectal, cancer pulmonar y cancer de mama, siendo el miRNA-145 uno

de los biomarcadores con mayor potencial ).

Los estudios de los miRNAs circulante en plasma han sido utilizados como
metodologia de diagndstico molecular no invasivo denominada biopsia liquida, es
decir, para la deteccion y cuantificacion con mayor sensibilidad y especificidad que
permite un prondstico y diagndstico en cancer sin causar riesgo en el paciente como
ocurre con una biopsia sdlida ('2- (7). En este contexto, es importante evaluar los
niveles del miRNA-145 circulante en plasma en otras poblaciones e incluir mujeres

sin diagnostico de cancer para confirmar su potencial uso como biomarcador (14,

Existen numerosas fuentes de herramientas bioinformaticas que permiten recopilar,
almacenar, clasificar y analizar informacién bioldgica para la prediccion de miRNA
asociado a diferentes tipos de condiciones y enfermedades. Estas herramientas
permiten descifrar los datos gendmicos, transcriptomicos, protedmicos vy
epigendmicos lo cual permite inferir el impacto al nivel bioquimico, metabdlico y por

consiguiente la inferencia terapéutica para el desarrollo de nuevos farmacos ().
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Recientemente, investigaciones realizadas en el pais aplicando la nueva tecnologia
PCR digital para evaluar los niveles de miRNA-10b, miRNA-21, miRNA-145 vy
mMiRNA-202 circulante en plasma en 30 pacientes mujeres peruanas con cancer de
mama y 30 controles, cuyo resultado indica una subexpresion estadisticamente
significativa del miRNA-145 presente en mujeres peruanas con cancer de mama
con respecto a controles (' |o cual ha generado la necesidad de evaluar un mayor
numero de muestras para establecer la utilidad de los niveles de miRNA-145
circulante en plasma de mujeres peruanas y analizar in silico las rutas metabdlicas
para ampliar la comprensién de su mecanismo y aplicacibn como potencial

biomarcador de diagnostico temprano de cancer (29). (44),

El término “in silico” es utilizado en las experimentaciones realizadas en una
computadora publicado por Danchin en el aino 2002 sobre la aplicacién de la
Informatica y uso de herramientas bioinformaticas como una ayuda real para
analizar las funciones biolégicas y la potencial aproximacion computacional
llamandolo “in silico”, que debe ser complementaria con las experimentaciones in

vivo e in vitro (1),

Actualmente el uso de herramientas bioinformaticas @) 83). (121) permitieron analizar
los cambios de las principales rutas metabdlicas asociadas a los niveles de los
mMiRNAs en cancer e integrar los datos de expresion génica de diversos tejidos
tumorales reportados en los repositorios como miRTarbase (%), TargetScan ©6),
entre otros para la identificacion de transcritos diana y disefios de representaciones
esquematicas de las rutas de sefializacién y metabdlicas en cancer como KEGG

(8%)y Reactome utilizado en la industria farmacéutica y la academia “8).

En esta perspectiva, considerando que existe una alta prevalencia de condiciones
y/o enfermedades cronicas en el Peru, el miRNA-145 tiene potencial uso como
biomarcadory es necesario desarrollar la epigenética en el contexto de la medicina
personalizada, se propone evaluar los niveles del miRNA-145 circulante en plasma

de mujeres peruanas y realizar un analisis metabdlico in silico en cancer.
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En este contexto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Existe niveles
del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres peruanas normoexpresado y cual

es el impacto del miRNA-145 a nivel metabdlico in silico en cancer?

En ese sentido, en el presente trabajo de investigacion se plante6 la siguiente
hipotesis: los niveles del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres peruanas

estan normoexpresado y tienen impacto metabdlico in silico en cancer.
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II. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar los niveles del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres
peruanas y analizar in silico su impacto metabdlico en cancer.

Objetivos especificos:

e Determinar los niveles del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres
peruanas mayores de edad, sin diagnostico de cancer y residentes en Lima.
e lIdentificar in silico los transcritos diana en las rutas de sefalizacion vy
metabalicas en cancer asociado a la variacion de los niveles del miRNA-145.
e Analizar in silico la variacién de los niveles del miRNA-145 y su impacto

metabdlico en cancer.
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lll. GENERALIDADES

3.1. ANTECEDENTES

Existe una relacion entre la Epigenética y el metabolismo de la glucosa y glutamina
mediante las modificaciones post-traduccionales de las enzimas reguladas por la
modificacion de histonas, metilacion del ADN, niveles de miRNAs y su capacidad

de respuesta al medio ambiente en el contexto de la salud y la enfermedad (3),

Los niveles del miRNA-145 esta subexpresado en los tejidos tumorales y
sobreexpresado cumple un rol de supresor tumoral y modifica a nivel post-
transcripcional, la expresion del proto-oncogen c-Myc y la glicoproteina de
transmembrana mucina 1 (MUCT) asociado a cancer de pulmén y mama,
respectivamente. Segun Sachdeva et al., 2010, el miRNA-145 es un posible
biomarcador y puede servir como un nuevo objetivo de terapia dirigida en cancer

(14),

Se identificaron miRNAs circulantes en fluidos biolégicos como plasma, suero,
liquido cefalorraquideo, leche materna y orina. Los miRNAs son estables en los
fluidos bioldgicos y segulin Janas et al., 2015 ©4), los miRNAs estan acompariado de
microvesiculas denominadas exosomas, sin embargo su estabilidad esta sujeto a
otros factores de degradacion como la presencia RNAsas y condiciones

ambientales (19,

Segun Ostenfeld et al., 2017, el miRNA-145 cumplié un rol de supresor tumoral en
el proceso de apoptosis inducida por las vias de las caspasas dependiente e
independiente en células de cancer de colon modificando a nivel post-
transcripcional, la expresion de las proteina Clathrin Interactor 1 (CLINTT), la
proteina subunidad beta del factor de union (CBFB) y la proteina subunidad alfa de

la isoforma de la proteina fosfatasa 3 catalitica (PPP3CA) (9,

El 50% de los pacientes con cancer colorectal presentaron mutaciones puntuales
(V600E) del oncogén viral del sarcoma murino v-raf (BRAF). Esta mutacion conduce
una activacion incontrolada en la ruta de senalizacion de la proteina quinasa

activada por mitdégenos (MAPK) en el proceso de tumorigénesis. Sin embargo, no
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hay informacién suficiente sobre los oncogenes (KRAS, NRAS y BRAF) si fueron

regulados por factores epigenéticos (7).

Segun Sachdeva et al., 2015, el miRNA-145 causa la detencién del ciclo celular en
la fase GO-G1 y una disminucién en la fase S, a través del silenciamiento de la
expresion del proto-oncogen c-Myc en las células pequefias del cancer delpulmon
(NSCLC) (18, Ademas, la regulacion del miRNA-145 como potencial supresor
tumoral sobre c-Myc esta asociado con el proceso de proliferacion celular,
apoptosis y metastasis en cancer de ovario, carcinoma de células orales

escamosas Y células del melanoma (1) (20). 21),

El metabolismo desregulado es una caracteristica comun de las células tumorales
y es considerado un fenomeno de la expresién desregulada de diversos genes
incluidos los que codifican miRNAs participantes en varias rutas metabdlicas, a
través de su actividad reguladora a nivel post-transcripcional en cancer. Las células
tumorales para cumplir con los altos requisitos energéticos, por ejemplo las altas
tasas de proliferacion celular, requiere un metabolismo que permita la capacidad de

crecer a bajas concentraciones de oxigeno y utilizar fuentes de carbono alternativos
(22)

El miRNA-145 cumple un rol de supresor tumoral en la regulacion de la expresion
de la N-cadherina (CDH2), una proteina que participa en las unionesintercelulares
de tipo adherente, esta asociado en el proceso de invasion y metastasis, inhibiendo

la proliferacion celular en el cancer gastrico 23,

El miRNA-145 regula la expresion de la proteina quinasa |l dependiente de calcio y
calmodulina (CaMKIl), por lo tanto regula la sobrecarga de Ca*? inducida por
especies reactivas de oxigeno y el rol de las fosforilaciones producidas por una
quinasa activada por aumento del Ca*?intracelular. Segun Harada et al., 2014, el
aumento de expresién de CaMKIl esta determinado por factores epigenéticos que

puede producir isquemia miocardica o apoptosis (24 (25),
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Ademas, el miRNA-145 modifica la regulacion en la expresion de la proteina
catenina gamma 1 ocasionando una degradacion de las proteinas de la
translocacién nuclear de b-catenina y quinasa 4 activada por la proteina p21 (PAK4)
y una regulaciéon negativa o silenciamiento de los transcritos diana del proto-
oncogen c-Myc, que contribuye a la atenuacién de la migracion celular y las

actividades de invasion en cancer de colon (28,

Segun Li et al., 2019, el miRNA-145 inhibi6é el metabolismo de la glutamina, a través
de la regulacion de las vias del proto-oncogen c-Myc y enzima glutaminasa (GLS)
que puede mejorar la estrategia actual de diagnostico y tratamiento en lineas
celulares de cancer de ovario. Sin embargo, el rol del mecanismo del miRNA-145

en el metabolismo de la glutamina en cancer de ovario, ain no esta definido 9.

El receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) es uno de los objetivo del
miRNA-145 que regula la invasion y metastasis, a través de su actividad de
supresor tumoral en cancer de mama. Los datos demostraron un creciente interés
en comprender las rutas metabdlicas de las células cancerosas y disefar nuevas
opciones terapéuticas que modifique a sus caracteristicas metabdlicas. Por lo tanto,
una mejor comprensiéon del mecanismo y las rutas de sefalizacion, a través del
metabolismo de la glucosa de las células del cancer de mama beneficiaria en el

desarrollo de nuevas terapias avanzadas 0.

Se identifico la regulacion del transcrito diana N-RAS como objetivo del miRNA-
145, que cumple un efecto anti-angiogénico en el cancer de mama. Segun
Sachdeva et al., 2010, el miRNA-145 inhibio la expresion del homdlogo del oncogén
viral RAS de neuroblastoma (N-RAS) y del receptor del substrato de insulina (/RS-
1) para suprimir a la proteina quinasa B (PKB) y la activacion de la proteina quinasa
de mitdégeno activado (ERK17) y la expresién de la proteina sefalizador, factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) en cancer colorectal ).

Los niveles de miRNA-145 fueron diferencialmente expresados en tejidos de cancer
de mama y tejidos mamarios normales, y su bajo nivel de expresion esta asociada
con caracteristicas patologicas invasivas del cancer de mama 2, asi como en el

carcinoma in situ y carcinoma invasivo, en comparacion con los tejidos normales
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(33), Segun Bockmeyer et al., 2011, el miRNA-145 fue identificado como uno de los

ocho tipos especificos de miRNAs en cancer de mama ©4).

Segun Ye et al., 2019, demostroé que los niveles sobreexpresado del miRNA-145
esta asociados a la inhibicion de la proliferacion, invasion y metastasis de las
células tumorales y mejora de la sensibilidad de medicamentos quimioterapéuticos
como cisplatino y 5-fluorouracilo en adenocarcinoma esofagico 3°).Sin embargo, los
niveles de miRNA-145 fueron subexpresado y conservados en diferentes estadios
avanzados y metastasis de ganglios linfaticos en carcinoma de células pequefas

del cuello uterino 39,

Ademas, los niveles de expresion del miRNA-145 fueron monitorizados en la
respuesta de agentes antitumorales en las células cancerosas. Por ejemplo, la
expresion del miRNA-145 aumento la respuesta de la terapia adyuvante con 5-
Fluorouracilo (5-FU) 7). EIl miRNA-145 puede ser utilizado como biomarcador de
diagnostico y prondstico de respuesta en el desarrollo del cancer colorrectal tratado

con un neoadyuvante (38). (39),

Segun Xu et al., 2019, demostré que el miRNA-145 inhibe la invasion celular en
cancer ovarico, a través de la regulacién del activador de la proteina p21 (RASAT),
la enzima ADN metiltransferesa 3A (DNMT3A), la enzima glicolitica hexoquinasa 2
(HK2), adicionalmente se determind que la hexoquinasa 2 (HK2) cambio el efecto
Warburg, y esta regulado por mecanismos epigenéticos, por ejemplo la metilacion
del ADN controlado por DNMT3A y el cambio de expresion de HK2 por miRNA-145

(40).

La tecnologia de secuenciacion fue utilizada para medir los niveles de miRNAs en
diversas muestras bioldgicas. Estos métodos permiten una cuantificacion no
invasiva de miRNAs. Sin embargo, la reproducibilidad entre los diferentes métodos
para cada fluido biolégico no esta establecido. Segun Stass et al., 2018, se requiere
mayores estudios para identificar protocolos adecuadamente estandarizados vy

normalizados “"),
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Un método para el analisis de miRNAs en suero o plasma es la cuantificacion por
PCR cuantitativa de transcripcién inversa o RT-gPCR. Este método ha sido
ampliamente utilizado para la deteccidon de miRNAs circulantes en plasma de poca
cantidad. Ademas, el analisis de microarreglos también se usa comunmente en la
deteccion de miRNAs, pero generalmente requiere mas material de partida que RT-
gPCR, y puede complicarse por la necesidad de desarrollar sondas y condiciones

de hibridacion que puedan detectar una variedad de miRNAs simultdneamente (2,

La PCR digital (dPCR) es un enfoque innovador para la deteccion y cuantificacion
de acido nucleico en diferentes fluidos biolégicos que utilizo una plataforma basada
en chip en un sistema QuantStudio 3D que ofrece un método alternativo a la PCR
cuantitativa convencional en tiempo real para la cuantificaciéon absoluta. La dPCR
es una técnica altamente precisa y sensible que no requiere una referencia
estandar, por lo que es un método adecuado para la deteccién de microRNAs. Sin
embargo, el problema de la falta de consenso sobre un método 6ptimo para la
normalizacion de miRNAs afecta en establecer los limites de los valores reportados

en la cuantificacion de miRNAs “3),

A partir del descubrimiento del proceso de RNA de interferencia y miRNAs, la
industria farmacéutica desarrolld tecnologias basadas en el principio de los
oligonucledtidos antisentido, es decir, un disefio artificial de secuencias de bases
complementarias de un fragmento del ARN mensajero que permite bloquear la
region no traducida por un proceso denominado “injecting miRNAS” similar para la
administracion de la terapia basada en RNA de interferencia (RNAi) como nuevas
terapias avanzadas en el area de investigacion clinica para enfermedades

infecciosas, cronicas y raras (#4). (45),

Existe un estudio que demostré el potencial uso terapéutico de miRNA-145 contra
el cancer de mama. Los miRNA-145 fueron transfectados en células tumorales y
suprimio el crecimiento celular y la motilidad en los sistemas in vitro e in vivo.
Adicionalmente, un tratamiento de miRNA-145 combinado con 5-fluorouracilo (5-
FU) demostrd que inhibe significativamente el crecimiento tumoral entre el 40%
hasta el 60% con represion de la oncoproteina c-Myc en comparacion con los

controles (46),
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Existe una relacion del miRNA-145 y 5-Fluoruracilo que inhibio el crecimiento de la
linea celular de cancer gastrico a nivel in vitro y aumento la sensibilidad del 5-
Fluoruracilo, en consecuencia, el miRNA-145 puede mejorar la sensibilidad de

terapias dirigidas como gefitinib y vemurafenib en cancer “7).

Existe una base de datos de secuencias de nucledtidos de EMBL administrado por
el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) en una colaboracién internacional con
DDBJ (Japon) y GenBank (EE.UU.) que incorpora, organiza y distribuye secuencias
de nucledtidos de todas las fuentes publicas disponibles para la busqueda de
secuencias, alineamientos multiples de secuencias de diferentes especies,
prediccidn estructural y anotacion esquematica de una posible ruta de sefalizacion

integrando programas especializados como NCBI y GO “9). (50),

Actualmente varios grupos especializados en Bioinformatica realizaron
experimentos in silico y disefiaron programas como KEGG y Reactome para ayudar
a comprender las rutas de sefializacion en cancer €%y programas ilustradores como
BioRender para optimizar la produccion de diagramas y graficos “8). Los nuevos
enfoques de sistemas han proporcionado un amplio conocimiento de diversos
procesos bioquimicos que incluyen rutas de sefalizacidn y rutas metabdlicas para

identificar posibles objetivos terapéuticos ).

Segun la informacion descrita por Wen et al., 2019, el miRNA-145 cumple un rol de
supresor tumoral en el proceso de tumorigénesis (14 (18), Sin embargo, la regulacién
del miRNA-145 en las principales rutas de sefalizacidn y rutas metabdlicas aunno
esta bien definida. Por ello, existen varias bases de datos especializadas para la
anotacion, identificacion de transcritos diana de miRNAs y representaciones
esquematicas de rutas metabodlicas denominado miRBase 9, miRTarBase (99,
KEGG @), respectivamente, que utilizaron datos experimentales de

secuenciamiento de Ultima generacion (NGS), RT- q PCR y microarreglos (2.
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3.2. MARCO TEORICO
3.2.1. MicroRNAs (miRNAs)

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNAs pequefios que no codifican para
proteinas, y presentan aproximadamente entre 21 a 25 nucleétidos de longitud.
Estas moléculas cumplen un rol importante en la regulacion de procesos bioldgicos
como la diferenciacion, proliferacion celular, desarrollo celular y apoptosis %3). La
presencia en suero y/o plasma permite la posibilidad de ser empleado como posible
biomarcador en la etapa de prevencion, diagnostico, seguimiento y tratamiento

como terapia génica de enfermedades infecciosas y/o cronicas como el cancer ¢4,

En 1993, se descubrio el primer miRNA durante un estudio sobre el gen Lin-4 de
Caenorhabditis elegans por Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum. Ellos
descubrieron a un posible gen denominado lin-4, que actua en la regulacion del
desarrollo de Caenorhabditis elegans y no codificaba para proteina. Sin embargo,
lin-4 producia dos RNAs de secuencia corta, uno de 22 nty otro de 61 nt de longitud.
En los laboratorios de Ambros y Ruvkum vieron que estos RNAs mostraban zonas
antisentido complementarias a multiples sitios de la zona 3-UTR del gen lin-14. Esto
evidencio una disminucion de la cantidad de proteina (%), Por lo tanto, existe una

clase de RNAs no codantes reguladores llamados microRNAs o “miRNAs”.

En el afio 2000, se identificé un segundo miRNA denominado Let-7, que presenta
la misma funcién en el proceso de desarrollo en la misma especie Caenorhabditis
elegans. Posteriormente, Lin-4 y Let-7 fueron identificados en otras especies como
Drosophila melanogaster y en Homo sapiens, respectivamente. Sin embargo, estos
mMiRNAs no presentaron un rol en la regulacion del proceso de desarrollo como en
la especie C. elegans, por lo tanto, se descubrieron que la mayoria de los miRNAs

estan involucrados en otras vias regulatorias ().
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3.2.2. Biogénesis de los miRNAs

En el nucleo, los genes de miRNAs son transcritos como miRNA primario (pri-
miRNA) mediante la enzima RNA polimerasa Il (Pol Il). Los pri-miRNAs seran
reconocido por un cofactor denominado proteina de union a RNA de cadena doble
y region critica de DiGeorge (DGCRS8) la cual posee un dominio especifico de union
que reconoce al pri-miRNA y expone a una enzima endonucleasa RNAasa Il
Drosha formando un complejo heterodimérica denominado microprocesador, la
cual corta dejando 2 nucledtidos que sobresalen del extremo 3 de la horquilla para
formar un pre-miRNA. El pre-miRNA es exportado hacia el citosol, a través de la
proteina exportina 5 y el cofactor Ran-GT. En el citoplasma, el pre-miRNA es
reconocido y modificado estructuralmente por la enzima RNAasa Ill Dicer
generando un duplex de miRNAs. Luego el duplex de miRNAs se une a la proteina
Argonauta y forman un pre complejo RISC o denominado “RNA-induced silencing
complex”. Finalmente, la hebra madura es separada de su hebra complementaria,
donde en la mayoria de casos es degradada 7). Se conoce que varios miRNAs
poseen un mecanismo diferente de biogénesis llamados biogénesis no candnica
(Figura 1), debido principalmente a las diferencias estructurales de los precursores
lo que les permite ser procesados por otros complejos como el espliceosoma (%8);
sin embargo, actualmente se conoce poco sobre la regulacion transcripcional de los
pri-miRNAs, excepto que algunos pri-miRNAs se encuentran en la region intrénica
de los genes huésped, incluyendo genes codificantes de proteinas, por lo tanto,
podrian estar regulados por factores de transcripcion en la regién promotora del
gen huésped. Adicionalmente, algunos miRNAs estan agrupados en
transcripciones policistronicas, indicando que estos mMiRNAs se encuentran

coordinados y regulados durante el desarrollo (59). (60). (61),
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Figura 1. Proceso de biogénesis via candnica y no canonica de miRNAs.
Modificado de O'Brien et al., 2018 ¢

Durante la aplicaciéon de multiples pasos de filtracién y centrifugacion para separar
las células sanguineas del plasma y recuperar el ARN de ambas secciones,
demostraron que los miRNAs en suero y/o plasma no estaban asociados con
células o fragmentos de células mas grandes, sino que existian en una forma
estable y protegida 2. Estudios recientes han revelado que los miRNAs pueden
protegerse en microvesiculas (hasta 1 um) o en pequenas vesiculas de membrana

de origen endocitico llamadas exosomas (3. Descubrieron que los miRNAs se
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incorporan a las particulas exosdmicas, luego hay una etapa de liberacion de
exosomas. Ademas, los miRNA empaquetados en exosomas pueden ser
entregados a las células receptoras donde ejercen el silenciamiento génico a través
del mismo mecanismo que los miRNAs celulares (Figura 2) ®4). Segun Pigati etal.,
2010, demostré que la liberacidon de miRNAs en el plasma sanguineo y fluidos
biolégicos es selectiva y que esta selectividad puede correlacionarse con

malignidad (6%),

Segun Turchinovich et al., 2011, se reporté que la mayoria de los miRNAs en
plasma y medios de cultivo celular pasaron completamente a través de filtros de
0.22 uym y después de la centrifugacion a 11 000 x g, permanecieron en el
sobrenadante lo que indica un origen no vesicular de miRNAs extracelulares.
Ademas, se demostro que los miRNAs extracelulares estaban predominantemente
libres de exosomas o microvesiculas. No obstante, existe una asociacién entre
miRNAs y la proteina argonauta (Ago2), una proteina relacionada con el complejo
silenciador inducido por ARN (RISC) ). Otros estudios demostraron que los
miRNAs circulantes en plasma fueron en su mayoria subproductos de células
muertas que permanecen estables y forman un complejo con Ago2 en el entorno

extracelular ©7),

Célula madre . .
Espacio Célula receptora

cytoplasm extracelular

ggmt__o__ % % ~F «7/

Sefializacién
>

iuxty
» riboAsome Endocitosis /
<o e — )
lla =
5 3 S WV _secretion LTy w1 Fusion
\
h's

nucleus i miRNA duplex ss miRNA

. >
; A fusion
/ﬁ\ > /% - >
¢ T oDnNaA AN
polymerase II/Ill mRNA l/,";f 6’ Exosoma

ER s X °(\

K
TGN
. (3 Membrana
early . plasmatica

W

endosome lysosome

Endocitosis

Microvesicula

{)

4
..

Figura 2. Proceso de biogénesis de exosomas y miRNAs en células madre.
Modificado de Janas et al., 2015 ©4),
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Se estima que los miRNAs regulan aproximadamente el 60% de todos los genes
que codifican proteinas. El grado de complementariedad entre los miRNA y sus
objetivos determina los resultados reguladores ©8. Los miRNAs se unen a
secuencias de mRNA que codifican proteinas con complementariedad que podria
inducir la via de interferencia mediada por ARN (ARNi), y en consecuencia provoco
una escision de mRNA por AGO2 en el complejo silenciador inducido por ARN
(RISC) 9, Sin embargo, el emparejamiento imperfecto de bases entre miRNA y el
transcrito diana existe con mucha mas frecuencia en mamiferos. Asimismo, los
miRNAs actuan uniéndose a sitios dentro de las regiones no traducidas 3' (3'UTR)
del transcrito diana (79).

Actualmente existen nuevas estrategias terapéuticas dependiente de los niveles de
miRNAs, por ejemplo, la terapia de inhibicidn de miRNA mediante un disefio de un
inhibidor anti-miRNA que es un oligonucled6tido monocatenario con una secuencia
complementaria del miRNA maduro. Otro ejemplo, la terapia de reemplazo de
mMiRNAs que contiene una secuencia madura endoégena que se introducen en las
células para proporcionar una fuente exdégena de miRNAs adicionales (Figura 3)

(26),

Expresion de miRNA Inhibicion de la expresion Incremento de los niveles de
endoégeno por anti-miRNAs miRNA por copias de miRNA

©J [ 7
1

©
!
n

Endogenous miRNA

.

I miR mimic

A Regulacion génica B  Terapia de inhibicion de C Terapia de reemplazo de
miRNA miRNA

Figura 3. (A) Expresion de miRNA enddégeno en tejido normal. (B) Terapia
de inhibicion de miRNA con anti-miRNA. (C) Terapia de reemplazo de miRNA
Modificado de Wei et al., 2019 ©8),
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3.2.3. miRNA-145

El gen del miRNA-145 esta ubicado en la regién cromosoémica 5932-33 y tiene 4.08
kb de longitud (Figura 4). La secuencia esta altamente conservada en relacién a
otros miRNAs. Dependiendo de la direccidn de transcripcién, el locus miRNA-145
puede generar dos procesos de transcripciones, miRNA-145-3p denominado
cadena pasajera y miRNA-145-5p denominado hebra guia. EI miRNA-145-3p
transcrito es procesado para producir miRNAs de 22 nucledtidos y el miRNA-145-
5p genera 23 fragmentos de nucledtidos. El locus del cromosoma donde se expresa
el miRNA-145 esta cerca de la regiéon cromosémica 5q31 relacionado con la
aparicion y desarrollo de tumores, ademas el miRNA-145 presenta bajos niveles de

expresion en tejidos tumorales (/1) (72),

El miRNA-145 fue secuenciado por primera vez en un tejido cardiaco especifico de
ratén y posteriormente fue descubierto en humanos con cancer colorrectal /3. La
secuencia y tejido especifico de la transcripcién del miRNA-145 son altamente
conservados, y regula la expresion de oncogenes a nivel post- transcripcional,
cumpliendo un rol de supresor tumoral "), En tejidos mesodérmicos, como el Utero,
ovario, testiculo y prostata y corazon, los niveles de expresion del miRNA-145
fueron sobreexpresado con respecto a los tejidos tumorales, donde los niveles del
miRNA-145 fueron minimamente expresado o subexpresado, incluyendo colon,
mama, proéstata, pulmon, higado, vejiga, ovario, adenoma pituitaria y linfoma de
células B 7" 33y en muestras de plasma de mujeres con diagndstico de cancer de
mama (12, Existe evidencia que el mMiRNA-145 inhibe el proceso de tumorigénesis
y regula el crecimiento tumoral, invasion, metastasis y angiogénesis e interactua

con la region 3-UTR del transcrito diana del RNA mensajero (%),
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3.2.4. Plasma sanguineo

El plasma sanguineo o plasma es una solucién acuosa de color amarillo que
comprende el 55 % del fluido sanguineo. No contiene a las células sanguineas, por
ejemplo a los eritrocitos, leucocitos y trombocitos. El plasma contiene un 92 % de
agua y 7% de proteinas plasmaticas (globulinas, albuminas y fibrindbgeno), que
mantiene la presion coloidal osmética sobre 25 mmHg, un 0.9 % de sales
inorganicas (calcio, sodio, potasio y bicarbonato), que ayuda a mantener los niveles
pH y el resto compuestos organicos diversos como los aminoacidos, vitaminas,

hormonas, lipidos y factores de coagulacién (Figura 5).

El plasma se obtiene en el proceso de centrifugacion, es decir, girar la sangre
completa con un anticoagulante en una centrifuga. El plasma es mas claro y forma
una capa amarillenta en la superficie, mientras que las células sanguineas por tener
mayor densidad se encuentran en la capa inferior. El plasma se mantiene
congelado a - 80 °C para conservar la funcionalidad de los diversos factores de
coagulacion e inmunoglobulinas, luego se descongela antes de utilizar y tiene una
vida util de varios afios dependiendo de las condiciones de almacenamiento. El
plasma, como la sangre completa, se prueba inicialmente para garantizar la
seguridad de los receptores. Segun las regulaciones de la FDA, el plasma
recolectado se somete a pruebas bioquimicas y moleculares para identificar

enfermedades transmisibles, principalmente Sifilis, VIH y hepatitis A, By C (75
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Figura 5. Composicion de la sangre
Modificado de Dean et al., 2005 (®)

Actualmente la expresion de algunos miRNAs miRNA-16, miRNA-21, miRNA-145,
mMiRNA-132 y miRNA-155 se correlaciona con el grado y estado del receptor de
estrogeno. Por ello la importancia del estudio en plasma podria servir como una
herramienta de tamizaje aceptable para la poblacion en general y permitira
determinar biomarcadores para el diagnostico temprano mujeres con cancer de

mama sin realizar algun procedimiento invasivo (19,

3.2.5. PCR digital

La PCR digital (dPCR) es una técnica derivada de la reaccion de cadena de
polimerasa basada en la dilucién y divisiébn de los acidos nucleicos en varios
compartimentos. La division puede lograrse creando una emulsién de agua en
aceite (dPCR basada en emulsién) o usando chip con microcanales (dPCR basada
en un sistema de microfluidica). Esta ultima utiliza microcanales de 20 000 pocillos
en la etapa de dispersion y luego la muestra es amplificada en un termociclador. La
tecnologia aporta una alta precision y sensibilidad, logrando diversas aplicaciones
en muestras con bajas concentraciones, incluyendo la deteccién y cuantificacion de
bajo nivel de patégenos, secuencias genéticas raras, variaciones en el numero de
copias, niveles de expresion génica de organismos unicelulares y cuantificacion de
niveles de expresién de miRNAs circulante en plasma humano. La fluorescencia

emitida se mide en el punto final de la amplificacion “3).(76),

32



La dPCR utiliza un canal referencial (ROX) que permite verificar el niumero de
micropocillos con muestra y dos canales (FAM y VIC) para medir la fluorescencia
emitida por cada amplificacion de la muestra expresada en copias/uL. En la técnica
PCR cuantitativa (QPCR), por el contrario, se emplean canales idénticos (FAM y
VIC) para calcular el valor de unidades de fluorescencia emitida y comparar con
una curva estandar, osea se debe precisar previamente donde se mide una muestra
conocida. Por esta razon se dice que la cuantificacién por gPCR es especifica pero
relativa a la curva estandar, a diferencia de la dPCR que es una medicién absoluta

de los acidos nucleicos presentes en la muestra ™

La aplicacion del sistema de QuantStudio 3D™ permite obtener valores de la
fluorescencia del miRNA-145y Cel-miR-39 en copias/uL. El valor inicial fue obtenido
de la cantidad total de pocillos en el canal con fluorescente FAM (azul) detectado a
una longitud de onda de 520 nm, VIC (rojo) detectado a una longitud de onda de
550 nm o si ambas muestras son detectadas en un mismo pocillo (verde), y los
pocillos vacios por el canal referencial ROX (amarillo) detectado a una longitud de

onda de 610 nm (7®),

El valor obtenido es dividido por el volumen de la muestra, calibrado en 15 uL

(indicaciones del fabricante). La cantidad de ADN se estima con la ecuacion:
N° de copias/ Reaccion x 20000/ 15 = N° copias / Reaccion x 1333.33 = N° copias/ Volumen

El programa reporta el numero de copias/reaccion, también el valor final en nimero
de copias/uL en la plataforma QuantStudio 3D™ ingresando a una cuenta personal

desde internet (79),
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Figura 6. Instrumentos 3D QuantStudio. La figura muestra Chip Loader, ProFlex 2 x Flat
Sistema de PCR e instrumento de PCR digital 3D QuantStudio™
Modificado de Borzi et al., 2017 #3),
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3.2.6. Analisis in silico

Existen diferentes herramientas bioinformaticas que permite almacenar la
informacion de miles de miRNAs descubiertos. La informacion se actualiza
diariamente en base de datos y oficialmente compilados en programas como
miRBase o Genebank, las cuales se utilizan como repositorio para las secuencias

y anotacion de miRNAs ©9),

Adicionalmente, algunos programas como RNAFold permiten la prediccion de
estructuras secundarias de pre-miRNAs y representa graficamente la porcidén de
horquilla o “hairpin”, a partir de la informacion de la secuencia transcrita del miRNA
primario. Los algoritmos utilizados en estos programas identificaron las estructuras
de horquilla en regiones no codificantes y no repetitivas de la secuencia presente

en el Genoma ®"),

Los miRNAs computacionalmente son filtrados, segun la secuencia evolucionaria
conservativa en diferentes especies y las secuencias precursoras de miRNAs
conocidas que presentan un rol importante en la busqueda de algoritmos por
ejemplo, miRSeeker, miRank, miRDeep, miRDeep2 y miRanalyzer permitieron

discriminar valores entre predicciones verdaderas o falsos positivos ©2),

Estos resultados analizados in silico se complementa para validar la prediccion con
datos obtenidos de técnicas experimentales como clonamiento molecular,
secuenciamiento o hibridacion. Actualmente con el avance del secuenciamiento de
proxima generacion (NGS), ha sido utilizado para descubrir miRNAs

sistematicamente e incorporar los resultados en la base de datos de miRNAs 83),

Muchos métodos computacionales descritos en la tabla 1 como miRWalk 2.0.,
TargetScan, RNAhybrid y DIANA-microT, TarBase v.8 fueron desarrollados para
identificar los transcritos diana del miRNA. En muchos casos, estos algoritmos
fueron desarrollados concentrando la cantidad de evidencia empirica desde sitios
dianas y validadas experimentalmente para la seleccion de miRNAs, a partir de las
bases complementarias presente en la region 3-UTR o 5-UTR y datos de expresion

génica en diferentes muestras bioldgicas ).
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Base de datos Caracteristicas Enlace
miRBase Secuencias, transcritos http://microrna.sanger.ac.uk/
diana
miRWalk 2.0. Secuencias, transcritos http://mirwalk.umm.uni-
diana e integracioén de rutas heidelberg.de/
metabdlicas
miRTarbase Secuencias, transcritos http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/
diana y referencias
bibliograficas
TarBase v.8 Secuencias, transcritos http://carolina.imis.athena-
diana y referencias innovation.gr/
bibliograficas
miRNAMap Posible localizacion de http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/
transcritos diana
RNA-hybrid Informacién sobre sitios de https://bibiserv.cebitec.uni-
acoplamiento bielefeld.de/rnahybrid/
PicTar Informacién sobre las zonas https://pictar.mdc-berlin.de/cgi-
3 UTR de mRNA diana bin/PicTar_vertebrate.cgi

Tabla 1. Base de datos y uso de algoritmos predictivos de transcritos diana.
Modificado de Bastida et al., 2016 (12"

Para realizar un analisis in silico en rutas metabdlicas se requiere un analisis
sistematico de las funciones de los genes relacionado con la informacién genémica
e informacion funcional de orden superior de sistematizar el efecto global del control
regulador de los miRNAs, existen varias plataformas de servidor para identificar las
vias celulares potencialmente afectadas por un grupo de miRNAs. Esta informacion
es proporcionada en el programa de acceso libre como NCBI, miRTarbase y la
Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG). La informacién genémica se
almacena en la base de datos “Genes”, que es una coleccion de catalogos de genes
para todos los genomas completamente secuenciados y algunos genomas
parciales con anotacion actualizada de las funciones de los genes. La informacion
funcional de orden superior se almacena en la base de datos “Pathway”, que
contiene representaciones graficas de procesos celulares, como el metabolismo, el
transporte de membrana, la transduccién de sefiales y el ciclo celular. La base de

datos se complementa con un conjunto de tablas de grupos para obtener
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informacion sobre las subvias conservadas, que a menudo estan codificadas por
genes acoplados en posicion en el cromosoma y que son especialmente utiles para
predecir las funciones de los genes. Una tercera base de datos en KEGG es
LIGAND para la informacion sobre compuestos quimicos, moléculas enzimaticas y
reacciones enzimaticas. KEGG proporciona herramientas graficas Java para
explorar mapas gendmicos, comparar dos mapas genémicos y manipular mapas
de expresion, asi como herramientas computacionales para la comparacion de
secuencias, la comparacion de graficos y el calculo de rutas. Las bases de datos
de KEGG se actualizan diariamente y estan disponibles gratuitamente

(http://www.genome.ad.jp/keqq/) @),

Adicionalmente, la lista de genes dianas puede ser la union o interseccion de
prediccion de estos programas. El test de target de genes en cada término es
continuado por Gene Ontology (GO), rutas y anotacién de enfermedades. Para las
dianas de miRNA-target utilizando “machine learning” con set de datos
experimentales publicados. Este método también es adoptado a un modelo para
anotacion funcional permitiendo hacer contribuciones con acceso a internet. Los
miRNAs con fenotipos y anotacion miRNA, base de datos de dianas moleculares,
como miRBase, TargetScan, PicTar con multiples plataformas incluyendo las bases

de datos de genes y nucleétidos (Figura 7) €9,
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Figura 7. Flujograma de anotacion funcional de miRNAs.
Modificado de Bing et al., 2014 ©6),

Existen modelos matematicos que representan el mecanismo de regulaciéon génica
mediada por miRNAs asociados a parametros cinéticos mediante una ecuacién
diferencial ordinaria. Las reacciones permitieron interpretar las ecuaciones en
términos de concentraciones y los ratios cinéticos, donde una sola transcripcion del
miRNA interactua exclusivamente con cada molécula diana. Ademas, considerando
que los ratios cinéticos en el modelo matematico son constantes 7). Sin embargo,
se debe establecer un parametro especifico en la ecuacién matematica para

realizar una simulacion.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Cuantificacion de miRNA-145

41.1. Obtencion de la muestra

Las muestras de plasma de mujeres peruanas entre las edades de 20 y 67 afos,
procedentes de la ciudad de Lima, con diagndéstico negativo de cancer de mama
entre los afnos 2016 y 2018, fueron proporcionadas por el INEN, Oncosalud y
almacenadas en el CIGBM, facultad de Medicina Humana, USMP. En total fueron
43 muestras y de ellas se consideraron 30 para el analisis final debido a los
valoresreportados del miRNA-145 y Cel-miR-39. Todas las mujeres participantes

firmaron el consentimiento informado (anexo 10.1.).

El protocolo de investigacion y el consentimiento informado ha sido aprobado por
Comité de Etica de la referida facultad (Oficio N° 826-2015-CIEI-USMP-CCM).

4.1.2. Criterios de inclusién y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion fueron:

Criterio _de inclusién: Mujeres peruanas mayores de 18 afios sin grado de

parentesco entre ellas. Voluntarias sanas con diagndstico negativo de cancer de
mama que expresan autorizacion para colecta de sangre a través de

consentimiento informado (Anexo 10.1.).

Criterios de exclusion: Mujeres peruanas menores de 18 afos y que presentan

diagndstico positivo en cancer de mama o alguna patologia.
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41.3. Extraccion de ARN total

El ARN fue extraido a partir de 200 uL de plasma, con el kit comercial miRNeasy
Serum/Plasma (Qiagen, Alemania), segun el método descrito por el fabricante
(88) (Anexo 10.3.). Se mezclo 200 uL de plasma con 1000 uL del reactivo Qiazol
lysis, luego se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se adicion6
3.5 uL de Spike in control Cel-miR-39 (1.6 x 108 copias / uL) y agitd
vigorosamente. Se adicion6 200 uL de cloroformo y agité 3000 RPM durante 15
segundos. Se incubo a temperatura ambiente por 3 minutos y luego se centrifugo
12 000 rpm, 4 °C durante 15 minutos. Se transfirid la fase acuosa a un nuevo
tubo evitando el contacto con la interfase. Se adiciond 900 uL de etanol 100% e
inmediatamente se transfirid 700 uL a la columna de membrana de silice y se
centrifugd a 12 000 RPM durante 15 segundos. Se anadié 700 uL de buffer RWT
y se centrifugd a 12 000 RPM durante 15 segundos. Luego se agrego 500 ul de
buffer RPE y se centrifugd a 12 000 RPM durante 15 segundos. También se
agreg6 500 uL de etanol 80% y se centrifugé a 12 000 RPM durante 2 minutos.
Finalmente se cambio el tubo de coleccion y se centrifugd nuevamente a 13 000
RPM por 5 minutos. Se coloco en tubo de microcentrifuga (1.5 mL) y se agregd
14 uL de agua libre de RNAsas y se centrifugd a 13 000 RPM por 1 minuto.

El ARN total, que contiene miRNAs, fue cuantificado por espectrofotometria en
el rango UV 260 nm y 280 nm con el Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific).
La relacion 260/280 o ratio de absorbancia A260/280 es un indicador de pureza

de la muestra de acido nucleico analizado.

414. Conversion a cDNA

Los miRNAs fueron convertidos a CDNA con un kit comercial TagMan advanced
miRNA cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) kit, segun

condiciones del fabricante ©8). Se agregd mix Poly(A) siguiendo las condiciones de

temperatura para la poliadenilacién a 37°C por 45 minutos, luego una reaccién de

deteccion a 65°C por 10 minutos. Se agregé 10 uL de mix de reaccién de ligacion

para cada tubo que contiene 6.7 uL de la muestra del producto e reaccion de

poly(A). Las condiciones de temperatura en esta etapa fueron la reaccién de

ligacion a 16°C por 60 minutos e inmediato se realizaron las reacciones de
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transcripcion reversa. Se agregd 15 uL de RT Mix de reaccion para cada tubo de
reaccion conteniendo previamente 16.7 uL de la muestra del producto de reaccion
de ligacion. Adicionalmente se agregaron un mix de 1.5 uL primers universales y 3
uL del mix de la enzima Transcriptasa reversa por cada reaccion, siguiendo las
condiciones de temperatura a 42°C por 15 minutos y una reaccion de deteccion de
85°C por 5 minutos. Ademas, se agrego 45 uL de mix de reaccién del amplificado
del miRNA (miR-Amp Mix) para cada tubo que contiene 5 uL del producto RT. Las
condiciones de temperatura para la reaccion del amplificado del miRNA fueron a
95°C por 15 minutos para la activacién de la enzima, luego 14 ciclos de 95°C por 3
segundos para la desnaturalizacion del cDNA y 14 ciclos de 60°C por 30 segundos
para la etapa de alineamiento y extension. Finalmente, las reacciones de deteccion
fueron a 99°C por 10 minutos seguido por una temperatura de sostenimiento de 4°C
(Anexo 10.4.).El producto de reaccion de miR-Amp reaccion se puede almacenar a

-20°C durante 2 meses.

4.1.5. Cuantificacion de miRNAs convertidos

Cada muestra de cDNA enriquecido fue amplificada para el miRNA-145 y el miRNA
exodgeno (Cel-miRNA-39). El mix de preparacion contiene 7.5 uL de master mix,
2.26 uL de cDNA enriquecido, 0.75 uL de sonda FAM, 0.75 de sonda VIC y 3.74 uL
de agua libre de nucleasas sumando un volumen final de 15 uL, luego, esta
muestra es transferida a un material de soporte para realizar la dispersion en elchip

(Anexo 10.5.). Finalmente se afiade aceite y se sellan los chips.

Los chips se ubican en el termociclador ProFlex™ -Applied Biosystems para iniciar
una fase de denaturacion de 10 min. a 96°C, luego 40 ciclos de hibridacion y
extension a 56°C por 2 min., una fase de denaturacion de 98°C por 30 seg. y una
extension final de 60°C por 2 min. Finalmente, los chips fueron puestos a 10°C hasta

su lectura (Anexo 10.5.).
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Los chips fueron procesados por la lectora 3D del QuantStudio3D™™ digital PCR
System y los datos interpretados en la plataforma QuantStudio3D-Analysis Suite

Cloud software siguiendo el protocolo descrito por Conte et al., 2015 (79,

Se elaboro un flujograma de calculo de diluciones para determinar el numerode

copias de miRNA-145 por uL de muestra (Figura 8).

Si
N: Cantidad de copias en tubo (200 uL de plasma); X: Valor de QuantStudio

N = X. (10). (31.7). (13) / (3.7) x (200)
N = X. Factor de dilucién

En 1 mL de plasma:

N = X. Factor de dilucién. 1000 uL

Cantidad de copias/mL de plasma: X. 2.029

200 uL plasma

Diluido en l

13 uL Volumen final de extraccion de RNA

!

3.7 uL

l Conversion cDNA

31.7 uL
l Enriquecimiento dPCR

5uL EEEp soul mEmmp) 226Ul mmm) 15Ul

Figura 8. Flujograma de célculo de diluciones para determinar numero de copias del

miRNA-145 por uL de muestra.
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4.1.6. Analisis estadistico

4.1.6.1. Estadistica descriptiva

Los datos y graficos fueron obtenidos por el programa QuantStudio 3D Analysis
Suite v.3.0.3, se analizo6 la distribucion de los datos (test de normalidad) con la
prueba de Shapiro-Wilks. El programa Graph Pad Prim 8.02, IBM SPSS Statistics

24.0 y MS Office Excel 2013 se utilizo para el analisis estadistico correspondiente
(89),

Analisis de distribucion de Poisson

Las lecturas en el chip, basado en un sistema de microfluidica en la técnica de
PCR digital, proporcioné un mecanismo para ejecutar miles de reacciones de PCR
en paralelo y obtener una gran cantidad de particiones en cada pocillo que
contiene la muestra de cDNA, master mix y reactivos de ensayo TagMan® con las
sondas fluorescentes VIC (color rojo) y FAM (color azul), y se analizaron
individualmente para detectar la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de una
sefal de amplificacién. Sin embargo, si los pocillos han recibido mas de una
molécula de la secuencia obijetivo, adicionalmente el Sistema de PCR digital

QuantStudio 3D midié un factor de correccién con el modelo de Poisson (90 43).
(108)

El numero medio de moléculas por particion es estimado utilizando el modelo de
Poisson, y luego convertido en concentracion dividiendo por particion volumen, es
decir, numero de copias/uL de muestra. EI modelo de Poisson se utilizd para
analizar experimentos de PCR digital y segun Majumdar et al., 2016, demostrd
mayor precision en la cuantificacion (%), es decir, conforme presenta un mayor

numero de divisiones, existe una mayor precision de la prueba (%0,
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Segun el modelo de Poisson, el numero promedio de moléculas objetivo estan

determinadas por la ecuacion:

A= -In (1-p)

A: numero promedio de moléculas objetivo por unidad.
p: proporcion del numero de unidades con sefal positiva con el numero total de

unidades partidas.

4.2. Identificacién in silico de la secuencia de miRNA-145y los
transcritos diana

El analisis de la secuencia de referencia del miRNA-145 (NC_000005.10) fueron
obtenidos en el repositorio del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia
(Gene ID: 406937) y los transcritos diana fueron identificados en el programa
miRTarbase %y miRViz (" (Figura 7).

La secuencia conocida y publicada del miRNA-145 fueron obtenidas del programa
miRBase (ID: MI0O000461). Adicionalmente, las secuencias de miRNA-145 en la
especie homo sapiens fueron alineadas en el programa Bioedit con otras especies

que contiene la secuencia de miRNA-145 80),

4.21. Analisis in silico estructural del pre-miRNA-145

La secuencia del pre-miRNA-145 fue seleccionado en el programa miRBase. Luego
se anoto6 la secuencia al programa RNAfold que presenta un ingreso o “input’ y
como resultado se obtuvo un modelo estructural preliminar de la estructura
secundaria del pre-miRNA-145 que presentd una energia de plegamiento
expresado en kcal / mol, segtn Lorenz et al., 2011 ©"), El filtrado de las secuencias
pre-miRNA-145 se realizé sobre el programa que utilizé una serie de algoritmos
matematicos de Zucker y Stiegler para medir la minima energia libre (MFE) con los

parametros de energia de Turner (2,
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RNAfold presenta una salida u “output” en formato de texto con la anotacién punto
y paréntesis. Cada nucleétido emparejado se encuentra representado por un

paréntesis, mientras que los puntos representan nucleétidos libres.

Ejempilo:

CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAGGUCAUGGUU

OGO COOOC (O COCC CO CCCOOOCe e e avneae )3)3)3)2)))-))+))))--)))))))-)))))-

El (I Ml Probabilidad de apareamiento de bases

Figura 9. Secuencia del pre-miRNA-145 de la especie Homo sapiens representado en el

programa RNAFold y los colores indican la probabilidad de apareamiento de bases.

El programa calculé un conjunto de parametros, por ejemplo, la minima energia
libre ajustada (AMFE), indice de minima energia libre (MFEI), minima energia libre
del conjunto termodinamico (MFEE) mediante la siguiente ecuacion 3 en la figura
10.B.

GGCCAGUGUUGAGAGGCGG. -\GA('L'L'GGGC,‘\.4\L"L'G('L'GGACGC‘L'C-C(‘CYGC—C#A1'1'0( ACL'L'C-L'("L'CGGCC'L'GAk:\GCGCCGGC('

pre-miRNA sequence

Secondary structure of pre-miRNA
(@SS (@ (@ (e D-IDNN))-INNINN-IN)-)N))

Sequence for secondary structure in RNAfold

CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
Mature miRNA sequence A

MFEI = [(AMFE) ¥100] (G+C)
AMFE = [(MFE) *100] (Length of pre—miRNA)

Figura 10. A. llustracion de la secuencia de pre-miRNA y estructura secundaria.B.
Ecuacion de prediccién de estructura secundaria del pre-miRNA representado en el
programa RNAFold. Modificado de Xu J y cols (1?2,
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Los pre-miRNA-145 de la especie homo sapiens predichos se compard con otros

pre-miRNAs presentes en las mismas rutas de sefalizacion en cancer.

422. Analisis de acoplamiento molecular entre el miRNA-145, transcrito
diana y proteina argonauta (AGO)

La estructura tridimensional de la proteina AGO (685 residuos de aminoacidos) fue
obtenida de la base de datos del Banco de datos de proteinas (PDB ID: 3F73,
cadena A). La preparacion de la estructura y la correccion de la proteina AGO vy
disefio del miRNA-145 se realizaron en el programa Pymol para el analisis de la

interaccién entre duplex miRNA-145-mRNA y la proteina AGO %),
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42.3. ldentificacion de transcritos diana del miRNA-145

El estudio de interaccion entre el miRNA-145 y transcrito diana fueron identificados

mediante los programas miRBase, miRWalk 2.0 (*?")y miRTarBase v.8 (%)

La lista de transcritos diana predichos fueron comparados con los niveles de
expresion del miRNA-145 utilizando el programa miRGator v3.0 los cuales

permitieron la integracidon de datos de expresion del miRNA-145 y transcritos diana.

En resumen, se realiz6 un analisis de identificacion in silico del miRNA-145 vy

transcritos diana utilizando herramientas bioinformaticas (Figura 11).

Ingresar cédigo de la secuencia del miRNA-145 o input "hsa-miR-
145" o ID: MI0000461.

Uso de base de datos y algoritmos predictivos de regiones no
traducidas de transcritos diana del miRNA-145.

Uso de base de datos de interacciones miRNA-145 y transcritos
e diana validado experimentalmente.

' Uso de base de datos de integracion del miRNA-145 y expresion de
m, a Or V ./ [transcritos diana.

Figura 11. Procedimiento esquematico de la identificacion in silico de los transcritos
diana del miRNA-145.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.3. Analisis in silico de las rutas de senalizacion y metabdlicas en
cancer asociado a miRNA-145

La identificacion in silico del miRNA-145 y los transcritos diana fueron obtenidos del
procedimiento anterior (Figura 11) y fueron representados mediante un mapa
esquematico sobre las principales rutas de sefalizacion y metabdlicas en cancer

asociado a miRNA-145 en el programa BioRender (“48),

Los resultados fueron comparados con los reportes de la coleccién de base de

datos de enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG) 8%y Reactome “9)
(50),
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V. RESULTADOS

5.1. Cuantificacion de miRNA-145

5.1.1. Extraccidon de ARN total y conversiéon a cDNA

El promedio de los valores de concentracion del ARN total de las 43 muestras de
plasma de 200 uL fue 31.63 £ 18.28 ng/uL y el promedio de los valores del ratio de
absorbancia (A260/280) fue 1.80 £ 0.21.

El promedio de los valores de concentracion de cDNA fue 1629.40 + 321.21 y el

promedio de los valores del ratio de absorbancia (A260/280) fue 1.91 + 0.05.

5.1.2. Cuantificacion de miRNA-145 por dPCR

En la cuantificacion de miRNA-145 por PCR digital se utilizaron dos ensayos con
fluoréforos de color rojo (VIC) y azul (FAM). Se determiné el valor del umbral a 1200
RFU como frontera entre los valores no amplificados (puntos amarillos), los valores
amplificados del ensayo del control exdgeno Cel-miR-39 (puntos rojos), y el valor
del umbral a 3604.47 RFU como frontera entre los valores amplificados del miRNA-

145 (puntos azules) y valores no amplificados (Figura 12).
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FAM: 28 VIC: 5 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 0

|

FAM Threshold
3604.47

VIC Threshold
1200

—

FAM

Figura 12. Umbral establecido del canal FAM-miRNA-145 (color azul) y VIC-Cel-miR-39
(color rojo) como resultado de la cuantificacion de PCR digital en el programa
QuantStudioTM 3D Analysis Suite.

Los valores de las 43 muestras de plasma fueron expresados en copias/uL de
plasma del miRNA-145(FAM) y Cel-miR-39(VIC). Sin embargo, 13 muestras no
fueron consideradas en el presente analisis, porque solo amplificé el control
exdégeno Spike in control Cel-miR-39 (VIC), (Anexo 10.6.). El valor de la mediana
del miRNA-145 y cel-miR-39 fueron 2,61 copias/uL de plasma y 1,15 copias/uL de
plasma, respectivamente y el promedio del miRNA-145 fue 6,07 + 1,60 copias/uL

de plasma (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de PCR digital en el programa QuantStudio 3D Analysis Suite.

ID muestra Copias/uL Copias/uL Valor normalizado
muestra plasma copias/mL plasma
Ratio
N° Ensayos FAM viC FAM vViC FAM ViC
1 COD10S 1.28 0.22 259 045 9.28E+07 1.60E+08 5.80
2 C0CSY9 1.51 2.41 3.07 4.89 1.00E+07 1.60E+08 0.63
3 D01LCO 3.02 0.78 6.13 1.58 6.20E+07 1.60E+08 3.87
4 D01M79 8.28 1.74 16.79 3.54 7.60E+07 1.60E+08 4.75
5 DO1LP5 11.14 0.50 22 60 1.02 3.56E+08 1.60E+08 22.25
6 DO1LP6 9.55 1.43 19.38 2.90 1.07E+08 1.60E+08 6.69
7 DO1LP1 3.14 0.71 6.37 1.43 7.11E+07 1.60E+08 4.44
8 DO1IN1P 6.01 1.26 1219 2 55 7.66E+07 1.60E+08 4.78
9 Do1MOQ 4.88 2.33 9.90 4.72 3.36E+07 1.60E+08 2.10
10 D01M1D 2.09 0.61 4.24 1.24 5.49E+07 1.60E+08 3.43
11 DO1MOT 1.90 1.03 38 210 2.93E+07 1.60E+08 1.83
12 D01ZW 2.71 0.53 5.50 1.08 8.17E+07 1.60E+08 5.11
13 D027Z0 4.76 0.45 9.66 0.91 1.70E+08 1.60E+08 10.62
14 D0259V 1.30 0.16 2.63 0.33 1.28E+09 1.60E+08 8.00
15 D026D8 0.15 0.35 0.31 0.72 6.85E+06 1.60E+08 0.43
16 D025LK 0.75 1.97 1.53 4.00 6.11E+07 1.60E+08 0.38
17 D0260OE 0.06 0.11 0.12 0.23 7.98E+06 1.60E+08 0.50
18 D026AU 0.04 0.17 0.09 0.35 4.01E+07 1.60E+08 0.2
19 DO025LI 0.12 0.29 0.24 0.60 6.40E+06 1.60E+08 0.40
20 D025MD 0.26 2.65 0.53 5.38 1.57E+07 1.60E+08 0.10
21 COFESK 0.61 0.35 1.23 0.72 2.74E+07 1.60E+08 1.71
22 COFBBT 0.84 3.13 1.71 6.36 4 31E+07 1.60E+08 0.27
23 COFMNX 0.04 0.38 0.08 0.78 1.60E+07 1.60E+08 0.10
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24 COFMZ6 0.39 1.03 0.80 2.10 6.07E+06 1.60E+08 0.38
25 C0G1YS 0.25 0.36 0.52 0.74 1.12E+07 1.60E+08 0.70
26 C0G24H 4.69 0.60 9.51 1.22 1.25E+08 1.60E+08 7.83
27 C0G7QS 19.61 2.27 39.78 4.61 1.38E+09 1.60E+08 8.64
28 coculo 0.21 0.47 0.42 0.95 7.12E+07 1.60E+08 0.44
29 COD6TR 0.11 0.45 0.23 0.91 3.99E+07 1.60E+08 0.25
30 COFQCG 0.16 0.33 0.33 0.66 7.98E+07 1.60E+08 0.50

Los valores del ratio (miRNA-145/Cel-miRNA-39) no presentaron una distribucion normal
(W=0.723) descrito en la tabla 2. Los resultados de PCR digital fueron comparados con
otros estudios de mujeres peruanas con cancer de mama y controles reportados por
Murillo et al., 2019 (12),

Los valores del ratio (miRNA-145/Cel-miR-39) fueron expresados en copias/mL de

plasma (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion del ratio (miRNA-145/Cel-miR-39) del miRNA-145 en plasma de

mujeres peruanas (derecha) y resultados publicados en mujeres peruanas con cancer de

mama y controles (izquierda) por Murillo et al., 2019 (12,
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5.2. Identificacion in silico de la secuencia de miRNA-145y los
transcritos diana

Se identificaron las secuencias del pre-miRNA-145 y miRNA-145 en la base de
datos de miRBase y se realiz6 un analisis de alineamiento multiple de 20
secuencias de pre-miRNA-145 seleccionadas de diferentes especies en el

programa Bioedit (Figura 14).

Homo sapiens hsa-mir-145
Lstatotilapia burtoni abu-mir-145
Anolis carolinensis aca-mir-145
Equus caballus eca-mir-143

Danio rerio dre-mir-145

Gaduz morhua gmo-mir-143
Chrysemys picta cpi-mir-145

Pan paniscus ppa-mir-145
Alligator mississippiensis ami-mir-145 —-
Microcebus murinus mmr-mir-145
Gallus gallus gga-mir-145 Gl G: GGCGC] Cal ALUACUGUUCUUGE
Rattus norvegicus rno-mir-1435 G G GGAUGC! G ARURCDGUUCTUG
Ophiocphagus hannah oha-mir-145 GRAG
Oryzias latipes ola-mir-143
Python bivittatus pbv-mir-145 |7 ====—— C
Columba livia cli-mir-145
Canis familiaris cfa-mir-145
Otolemur garnettii oga-mir-145
Xenopus troplcalis xtr-mir-145 CCUATUC G

Sus scrofa sse-mir-145  —zoo--——= CACCOUGUCC G G GAUGCUEgGAGAUGGGE: NN wileilisieldeilvtide -----————--—-
Clustal Consensus

Figura 14. Alineamiento multiple de secuencias de pre-miRNA-145 en diferentes especies
realizado en el programa Bioedit.

5.21. Analisis in silico estructural del pre-miRNA-145

Se analizé la prediccion de la estructura secundaria del pre-miRNA-145 en el
programa RNAfold mediante el algoritmo de Zucker y Stiegler (%), y el calculo de
energia libre minima (MFE) expresado en kcal/mol, utilizando los parametros de
Turner. Los valores de MFE de la secuencia de pre-miRNA-145 minimo y maximo
de las 20 especies seleccionadas presentaron una secuencia conservativa entre -
41.10 kcal/mol y - 25.2 kcal/mol, respectivamente (Anexo 10.7.) y ademas, se
compar6é el modelo estructural de prediccion del pre-miRNA-145 obtenido en
RNAFold y miRTarBase (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de modelos de estructura secundaria del pre-miRNA-145 y calculo de

minima energia libre MFE (kcal/mol) obtenido en el programa RNAfold.

Estructura de

pre-miRNA-145

Estructura de pre-

miRNA-145

MFE ( kcal/mol)

MiRNAs Fuente: RNAFold Fuente: mirTarbase Fuente: RNAFold
%e Qggu
'ceu
[oZc]
g 5t
o by
g
hsa-miR-145 ‘g ! - 41.10

A
¢ ¢
¢
b

# ' g’%

.u.eUA ﬁ\’seu ?

5.2.2. Analisis de acoplamiento molecular entre miRNA-145, transcrito
diana y la proteina AGO (c6digo PDB: 3F73)

La visualizacion de residuos de aminoacidos y atomos participantes en enlaces
puente de hidrogeno entre el complejo miRNA-145-mRNA vy proteina argonauta

(codigo PDC 3F73) fueron analizados en el programa Pymol (Figura 15).
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Figura 15. Imagen A. Visualizacién molecular de la interaccion entre la proteina Argonauta
(AGO2) color gris y el duplex de mRNA-miRNA-145 de color amarillo y azul,
respectivamente en el programa Pymol (cédigo PDB: 3F73). Imagen B. Residuos de
aminoacidos de la proteina argonauta (AGO2) interactuando mediante enlace de hidrogeno
con el miRNA-145 en distancia de 3.6 y 5.8 A reportado en el programa Pymol.

Adicionalmente se modificd una de las hebras guia con la secuencia madura del

miRNA-145 en el programa Pymol.
El analisis de los residuos de aminoacidos de la proteina argonauta que rodea a los

miRNA-145, como ARG 615, ARG 651, PHE 649, se calculé midiendo una distancia
de 3.1 A 3.6 Ay 5.8 A, respectivamente.(Figura 15.B y tabla 4).
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Tabla 4. Residuo de aminoacidos de la proteina argonauta interactuando con enlaces tipo
puente de hidrogeno con miRNA-145.

miRNA Residuo Posicién del Distancia (A)
atomo
MiRNA-145 ARG 615 NH1...04 (U17) 3.1
MiRNA-145 ARG 615 NH1...02(U7) 3.6
MiRNA-145 ARG 651 NH2...02(U8) 5.8

En el programa Biorender se disefidé una grafica del mecanismo de interaccion del
mMiRNA-145/mRNA vy la proteina argonauta AGO2 (Figura 16), segun los datos
reportados en miRTarBase (%),

Mecanismo del miRNA-145

mRNA 3UTR
miRNA-145

[TITTTT] .

Ago2
PDBAWSN |
miPNA  3' wcCCUAAGGAC-CCUU----UUGACCUR 5
Il
Targ [ ATECTTAATTTTAATTGGAR
' 3UTR

¥ |

miRNA-145 | mRNA

Figura 16. Visualizacién de la interaccion del miRNA-145/mRNA vy la proteina argonauta
(AGO2). Creado en Biorender.com
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5.2.3. ldentificacion de transcritos diana

Los datos obtenidos en los programas miRWalk, DIANA miRPathv2 y miRGator
fueron 32 transcritos diana en las rutas de sefalizacion y 3 transcritos diana en las
rutas metabolicas de glucosa y glutamina en cancer asociado a la variacion de los
niveles del miRNA-145 (Tabla 5).

Tabla 5. Identificacion de transcritos dianas en cancer asociado a miRNA-145.

Rutas de senalizacién Gen Numero de Transcritos diana
y metabdlicas (KEGG) transcritos
Ruta de sefalizacion de | CAMKD2 6 NM_001321571, NM_001321567,
calcio NM_001321574. NM_172128,
NM_001221, NM_172127
Proliferacion celular y MYC 2 NM_002467,
metastasis NM_001354870
Proliferacion celular y NRAS 1 NM_002524
metastasis
Proliferacion celular y BRAF 2 NM_001354609,
metastasis NM_004333
Proliferacion celular y VEGF-A 1 NM_001287044
metastasis
Proliferacion celular y EGFR 6 NM_ 005228, NM 001346899,
metastasis NM_001346897, NM_201284,
NM_201282, NM_201283
Proliferacion celular y TP53 14 NM_001126112, NM_001276761,
metastasis NM_ 000546, NM_ 001276760,
NM_001126113, NM_001276695,
NM_001126114, NM_001276696,
NM_001126118, NM_001126115,
NM_001126117, NM_001276699,
NM_001126116, NM_001276698
Glucolisis HK2 1 NM_000189
Glutamindlisis GLS 2 NM_014905, NM_001256310
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5.3. Analisis in silico de las rutas de senalizacion y rutas
metabodlicas en cancer asociado a miRNA-145

A partir de los datos reportados de secuencias no traducidas de los transcritos diana
del miRNA-145 (Tabla 5) (%), se analizaron in silico las rutas de sefializacion en
cancer de mama en Biorender.com (Figura 17) mediante una representacion
esquematica del mecanismo de miRNA-145 y la expresion de las proteinas N-RAS
(ID  mirTarbase: MIRT007107), proto-oncogen B-RAF (ID mirTarbase:
MIRT053219) y VEGF-A (ID mirTarbase: MIRT006215).

..................

gt
. Receptor tirosina A
quinasa :

P RAS = NF| r—— GAP hSseacs -

GDP ~ T -
PIN(Y . RAS GTP ': +--:[ MRNA
Y .
\ s O : :
o / l . MIRNA-145 ‘
BRAF, ARAF, ‘

v RA: ’\\ Vemurafenib

Figura 17. Representacion esquematica de las principales rutas de sefializacion de N-

RAS/B-RAF en cancer de mama. Creado en Biorender.com

También otra ruta de sefializacion presente fue p53 interactuando con el factor de
transcripcion c-Myc (ID mirTarbase: MIRT004290) relacionado a la proliferacion
celular y metastasis. El factor de transcripcién oncoproteina c-Myc, regula la
expresion de genes relacionados principalmente en el metabolismo de la glutamina

y metabolismo de la glucosa (Figura 21).
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Figura 18. Grafica de la red de expresién de transcritos diana del miRNA-145 en cancer

de mama y ovario. Modificado de https://genemania.org/
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TBC1D19

Figura 19. Grafica de la red de expresion de transcritos diana del miRNA-145 en el

metabolismo de la glucosa (HK2) y la glutamina (GLS). Modificado de

https://genemania.org/
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Adicionalmente, se analizé in silico la ruta de sefalizacién de la proteina quinasall

dependiente de calcio y calmodulina (CaMKIl) regulado por miRNA-145 en el

proceso de apoptosis de cardiomiocitos y se elaboré una representacion

esquematica.

CALCIUM ZIGMNALING PATHWAY

HCX LU
T
Ha ©
iz
e Sec
Newotransmitter,
e neiter —w[ GRCR, os |—w[apcy |wo—»[Fs F-— N
o4 M |
o |
ferrad ORAT -+ STIM l’———b Contraction
Ierrbrane . Depletion .
depolarization —# ¥ OL's of Cgfsh:lres :,L__'b Iletabolis
Ca*O— Calil MLEPK
a+ SERCA signalng pathway
Ca?*O— Ca¥2 —®
20— .
Ce Lpoplosis )
Hewotransmitte:
pefiet R Proliferation

Ca+O

Newotransraitter,
o,
antacol

sADFR Leidic stores
"y -

HAADP ﬁ“’c
O
PlsFs

———* Feriilization
Le

Long term depression

— — ¥ Cither signaling pathways

Phospha tidylinositol
el

S S ——

O S - e
S1P

04020 i1 5120

i) Kanehisa Laboratories

CALM1: m!

AxC a2+ [ . Ve
Activacion
de CaMKIl

CaMKIl dod /
miRNA-145
cylosel

plasma membrano

CaMEKIll binds activated calmodulin

Figura 20. Representacidon esquematica de la ruta de senalizacion de la proteina CaMKIl.

Modificado de https://www.genome.jp/kegg/ y https://reactome.org/
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Se realizd un analisis comparativo in silico de las rutas de sefalizacién del
mecanismo de regulacion del miRNA-145 sobre el receptor EGFR (ID mirTarbase:
MIRTO003325) creado en Biorender y comparado con la anotacién en KEGG (ID
KEGG: hsa05224).

Dimero HER2/EGFR HER2/HER3 HER2/HER4 Dimero HER 2
EGFR

HER2  [HER] | She G2 (505 >R [ mar o e - ow{Ean]
Overexpression -
o Proliferat
[CEsF —» [ PTEN T Suvil
EGFR ) P Translation
OVerexpression
Al —»0—»{aw +——— > amor——»{ o |

IGF IGFIR PIP3 B

Figura 21. A. Representacion esquematica de las principales rutas de sefializacion de

EGFR en cancer de mama creado en Biorender.com B. Anotacion de las rutas de

senalizacion de EGFR en cancer de mama. Modificado de https://www.genome.jp/kega/

Segun los resultados presentados en la figura 21 y comparados con los datos
reportados en KEGG (Anexo 10.8.), se analizé in silico los datos de expresidn
génica de los transcritos diana en diferentes tejidos tumorales, utilizando
herramientas bioinformaticas (Figura 11) para la descripcion de los cambios en el

metabolismo de glucosa y glutamina asociados a la variacion de los niveles de
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miRNA-145 % en cancer, a través de la regulacion de las enzimas hexoquinasa 2
(HK2) (Tabla 6) y glutaminasa (GLS) (Tabla 7), respectivamente.

Tabla 6. Cambios de la concentracion de productos del metabolismo de la glucosa

regulados por miRNA-145.

Niveles de Enzimas Ruta Cambios Efecto en
expresion metabdlica cancer
Hay una | Disminuye el
* [MiR-145) PHK2] | GClucslisis | disminucion  de | proceso  de
Sobreexpresado, anaerdbica | concentracion de | proliferacion
segun los datos glucosa-6 fosfato, | de células
reportados por lactato y ATP. tumorales e
Conte et al.,2015 (70 inhibiciéon dela
mMiRNA/Cel-miR-39 metastasis.
(>1000 copias/uL de
plasma)
La glucosa se
transforma en
. glucosa-6 fosfato, | No hay un
[MiR-145] a través de la| efecto
Normoexpresado [HK2 ] Glucdlisis fosforilacion del | demostrado
MIRNA/Cel-miR-39 - anaerdbica | grupo  6-hidroxilo | en cancer.
(2 1 copia/ul de la glucosa. Hay
plasma) produccién de
lactato y poco
ATP.
Hay un aumento | Aumento de la
de la produccion de | proliferacion
., [MiR-145] t[HKZJ Glucdlisis | glucosa-6 fosfato, | celular y
Subexpresado, anaerobica | lactato ypoco ATP. | desarrollo de
segun los datos tumorigénesis.
reportados por
Murillo et al., 2017
(12)
(0-1 copias/uL
plasma)
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Tabla 7. Cambios de la concentracién de productos del metabolismo de la glutamina

regulados por miRNA-145.

segun los datos

reportados por

Conte et al.,2015

concentracion de
glutamato,  alfa

cetoglutarato vy

Niveles de Ruta Cambios Efecto en
expresion metabdlica cancer
4.. [MiR-145] Hay una | Disminuye el
Sobreexpresado, Glutamindlisis | disminucion de la proceso de

proliferacion de

células

tumorales e

miRNA/Cel-miR-39
(= 1 copia/uL

plasma)

Glutamindlisis

en alfa-
cetoglutarato (a-
KG). Finalmente
hay produccion de

aspartato.

miRNA/Cel-miR-39 aspartato. inhibicion de la
(>1000 copias/yL metéastasis.
de plasma)
La glutamina se
transforma en | No hay un efecto
[MIR-145] glutamato y luego | demostrado en
Normoexpresado

cancer.

§ MiR-145]

segun los datos
reportados por
Murillo et al., 2017
(12)
(0-1 copias/uL

plasma)

Subexpresado 1'

Glutamindlisis

Hay un aumento
de produccion de
glutamato, alfa
cetoglutarato vy

aspartato.

Aumento de la
proliferacion
celular y
desarrollo de

tumorigénesis.
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VI. DISCUSION

El miRNA-145 tiene una funcién importante en diferentes procesos bioldgicos,
principalmente en el ciclo celular, proliferacion celular, apoptosis, angiogénesis y
supresor de multiples oncogenes y tumores (/). La presencia del miRNA-145 en
plasma permite ser utilizado como un posible biomarcador en la etapa de
prevencion, diagnostico y tratamiento como terapia génica denominado
oligonucledtido antisentido (Antagomir) o siRNA (Small Interference RNA) contra
enfermedades cronicas como el cancer en ensayos clinicos “44- (197) Sin embargo,
es necesario ampliar el estudio sobre la evaluacion de los niveles de miRNA-145
en personas sin diagndstico de cancer para confirmar si efectivamente es un
biomarcador en el diagnostico temprano de cancer de ovario como describe Li et

al., 2019 ® o en cancer de mama como describe Murillo et al., 2019 (12),

En relacion con la evaluacion de los niveles de expresion del miRNA-145, depende
de los métodos empleados para la purificacion y cuantificacion, por ello se realizé
la extraccion de RNA total, incluyendo miRNAs segun las condiciones descritas por
el fabricante con el kit comercial miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Alemania) ©8),
que contiene una membrana de silica que permite una mejor filtracién de miRNAs
en comparacion con otros métodos tradicionales ©"). Ademas, otra mejora para
realizar el analisis esta representado por la normalizacién a partir de un control
exdgeno o spike-in control (Cel-miR-39), que ofrece un punto de control adicional

para el procesamiento y fiabilidad de los resultados (2.

El valor promedio de concentracién y pureza del RNA extraido fue 31.63 £ 18.28
ng/uL, correspondiente a las condiciones del fabricante y reportados por Zhou et
al., 2015 8, donde el promedio de concentracion y desviacion estandar de RNA a
partir de 200 uL de plasma fue 31.23 + 12.36 ng/uL en 109 personas aparentemente
sanas sin diagndstico de cancer y adicionalmente, el ratio promedio de absorbancia
A260/280 en la cuantificacion en Nanodrop fue de 1.80 + 0.21, correspondientes a
los resultados de diferentes protocolos de extracciéon de RNA a partir de plasma
descrito por Moret et al., 2013 ©9).
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En el presente trabajo, el 100% (N=43) de las muestras presentaron valores de
fluorescencia de VIC y/o FAM, demostrando una alta sensibilidad de deteccidon con
la técnica de PCR digital o dPCR correspondiente a los reportes de Borzi et al.,
2017 “3), El método utilizado permite solo una cuantificacion absoluta en un chip
basado en un sistema de microfluidica ('%®), en contraste con la PCR cuantitativa
gue emplea una curva estandar para medir los niveles de expresién del miRNA-145
(76), Sin embargo, el 30.23% (N=13) solo amplificé para Cel-miR-39 (Anexo 10.6.),
debido a su degradacion mediante las enzimas RNAsas durante el proceso de
recoleccion de la muestra (1%, cambios de temperatura o cambios de pH en plasma
descrito por O'Brien et al., 2018 1),

En la Tabla 2, el valor del umbral de referencia de fluorescencia del ensayo VIC fue
1200 RFU (Unidades de fluorescencia relativa) considerando los 300 chips
analizados con solo un ensayo (VIC), segun los resultados reportados por Murillo
et al., 2017 (12, Sin embargo, el instrumento no puede realizar un analisis preciso
cuando solo hay una fluorescencia, VIC o FAM, porque esta configurado para elegir
un umbral para cada sonda fluorescente descrito por Conte et al., 2015 (/9 (Figura
12). El valor del umbral de FAM fue 3604.47 RFU considerando el promedio delos
puntos mas inferiores para cada uno de los chips analizados con la finalidad de
evitar establecer los limites cerca de los puntos no amplificados (amarillos) presente

en la figura 12, segln la metodologia reportada por Giannoni et al., 2018 (79)

El valor promedio de los niveles del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres
peruanas fue 6,07 £ 1,60 copias/uL de plasma. Ademas, los valores de lamediana
de los ensayos con fluorescente FAM (miRNA-145) y VIC (cel-miR-39) fueron 2,61
copias/uL de plasma y 1,15 copias/uL de plasma, respectivamente (Tabla 2). El
valor del control exégeno Cel-miR-39 fueron correspondiente a los valores de
deteccion 1,12 + 0.16 copias/uL de plasma en PCR digital reportados por Cirillo et
al., 2020 (120 Adicionalmente, los valores del ratio (miR145/Cel-miR-39) no
presentaron una distribucién normal (W=0.723), y los niveles del miRNA-145
circulante en plasma de mujeres peruanas fueron mayores que los valores
reportados en mujeres con cancer de mama reportados por Murillo et al., 2019 (12),

y correspondiente a otros estudios evaluados a controles sanos comparados con
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muestras de tejidos de pacientes con cancer colorectal ('°), cancer cervical 27y

enfermedad de arteria coronaria (192),

En el presente trabajo se analiz6 in silico el impacto metabdlico del miRNA-145 en
cancer, utilizando diferentes herramientas bioinformaticas descrito por Bastida et
al., 2016 ("2)) Primero se identifico la secuencia de miRNA-145 mediante un
alineamiento multiple de las 20 secuencias de pre-miRNA-145 en diferentes
especies en el programa Bioedit (Figura 14) (%), demostrando que existe una alta
conservacion evolutiva de la secuencia madura del miRNA-145 correspondiente a

los datos reportados por Ye et al., 2019 @9 y registrados en miRBase (Anexo 10.7).

A partir de la secuencia obtenida en miRBase (%), se analizaron modelos de
prediccion de estructura secundaria del pre-miRNA-145 mediante el calculo de
energia libre minima (MFE) del plegamiento del pre-miRNA-145 2) y se
identificaron las secuencias maduras del miRNA-145 en una regién de menor
probabilidad de formar dimero o “hairpin” entre su misma secuencia
complementaria descrito por Mathews et al., 2010 (Tabla 3) @)y en la especie
Homo sapiens presentd un valor de -41.10 kcal/mol %2), correspondiente a los
valores reportados principalmente en la clase Mammalia 4y presenta una sola

hebra o cadena lineal (Figura 16) 7).

Luego de identificar la hebra de secuencia madura de miRNA-145, se realizé un
analisis in silico de acoplamiento molecular entre el complejo formado entre miRNA-
145, transcrito diana Homeobox A9 (HOXA9) y la proteina argonauta (AGO), donde
los residuos de aminoacidos de la proteina argonauta se unieron mediante enlaces
puente de hidrégeno con miRNA-145, como la arginina en la posicion 615 (ARG
615), arginina posicion 651 (ARG 651), fenilalanina posicion 649 (PHE 649), se
calculd una distancia de 3.1 A, 3.6 A y 5.8 A (Tabla 4) en el programa Pymol,
correspondiente a los valores reportados por Pritam et al., 2015 ©4) en la Figura
15.B, demostrando una afinidad de union entre el complejo y la regién no traducida
del transcrito diana HOXA9 %y también en otros transcritos diana, por ejemplo
Hexoquinasa 2 y glutaminasa reportados en el programa TargetScan ©4). ) (Anexo
10.10.).Estos resultados describe las propiedades del miRNA-145 mediante las
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interacciones intermoleculares reportado por Janas et al., 2015 ©4). Sin embargo,
es necesario ampliar el enfoque computacional mediante una simulacién de
dinamica molecular para evaluar la estabilidad del complejo miRNA-145-AGO2 y la

secuencia 3 UTR del transcrito diana (Anexo 10.9.).

Se identificaron 35 transcritos diana del miRNA-145 en cancer de mama y ovario,
segun su relacion en las rutas metabdlicas de la glucosa y glutamina utilizando las
herramientas bioinformaticas miRWalk 2.0 (> y miRTarBase v.8 (%) (Tabla 5), y los
datos fueron correspondientes a los transcritos diana reportados por Ye et al., 2019
35y Das et al., 2015 ("2 (Anexo 10.8). Aunque el miRNA-145 no esta reportado en
las rutas de sefalizacién de estadio temprano de cancer de mama y cancer de
epitelio ovarico en el programa KEGG (Anexo 10.11) @) actualmente hay reportes
de miRNA-145 presente en tejidos de glandulas mamarias publicados en
miRTarbase descrito por Chou et al., 2019 @& y nuevos programas como miRViz,
correspondiente a los datos experimentales de miRNA-145 reportados por Giroux
et al., 2019 (119),

Los niveles de miRNA-145 fueron subexpresado en tejidos tumorales (14 32). (71).(30)
y en plasma ("2 reportado por Murillo et al., 2019 ("2 menos de 1 copia/uL de plasma
(Tabla 6), y se demostraron cambios en las rutas de sefalizacion mediante el
aumento de los niveles de expresion de las proteinas N-RAS (Figura 17), que activa
a las proteinas quinasas serina-treonina intracelulares del fibrosarcoma
rapidamente acelerado (RAF). Asimismo, la activacion de RAF desencadend un
proceso de fosforilacién del receptor quinasa extracelular (MEK) y la quinasa
regulada por sefales extracelulares (ERK) ") que finalmente regula a los factores
de transcripciéon nucleares como la oncoproteina c-Myc (Figura 18), donde conduce

un aumento excesivo de los procesos de proliferacion celular y la tumorigénesis (19
(20), (21)_

Los niveles del miRNA-145 sobreexpresado, segun los datos de referencia
reportados por Conte et al., 2015 (7®) fueron mayores a 1000 copias/uL de plasma

descrito en la tabla 6 y 7. Ademas, segun Wen et al., 2019 (Y cumple un rol como
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potencial supresor tumoral sobre el factor de transcripcién proto-oncogen c-Myc (19
(20). 1) que regula aproximadamente el 40 % del proceso de desarrollo tumoral en
tejidos de mama (%), y ademas regula la expresion de genes hexoquinasa 2 (HK2)
y glutaminasa (GLS) relacionados en el metabolismo de glucosa y metabolismode
glutamina, respectivamente (Figura 19). En células tumorales existe un cambio en
el proceso de glucdlisis anaerdbica y la disminucion de la activacion de c-Myc inhibe
la expresion de la enzima HK2 y en consecuencia modifica la actividad de la enzima
hexoquinasa 2 (HK2) en convertir la glucosa en glucosa-6 fosfato, a través de la
fosforilaciéon del grupo 6-hidroxilo de la glucosa, y finalmente produce pocas
cantidades de lactato y ATP como describe Xu et al., 2019 49, Entonces las células
tumorales aumentaron la absorcion de glucosa y otras vias alternativas como la
glutamina para compensar esta disminucion de energia reportado en KEGG @)y

Reactome “9)- (%0) (Anexo 10.13.).

La relacion entre el miRNA-145 y su transcrito diana enzima glutaminasa (GLS)
fueron identificados en el metabolismo de la glutamina o glutamindlisis que
representa una segunda fuente de nutrientes en las células, porque proporciona
sustratos para un aumento de produccién de acidos grasos Yy triglicéridos en el
proceso de lipogénesis y biosintesis de acido nucleico que fueron fundamentales
para mantener la alta tasa de proliferacion celular en células tumorales ("% basado
en el reporte de Li et al., 2019 9, La glutamina es el aminoacido mas abundante
en el plasma ("")y cuando ingresa a la célula tumoral, se convirtié en glutamato y
luego en alfa-cetoglutarato (a -KG) por la enzima glutaminasa (GLS), glutamato
deshidrogenasa (GDH) y otras enzimas, como glutamato piruvato transaminasa
(GPT) para la produccion de alanina y glutamato oxalacetato transaminasa (GOT)

para la produccién de aspartato (Tabla 7).

En este contexto, la variacion de los niveles de miRNA-145 regula la expresion de
GLS (19, por lo tanto, existe una alteracion en el metabolismo de la glutamina de
las células tumorales (Tabla 7) (). Si los niveles de miRNA-145 estan
subexpresado, entonces aumentaria la expresion del factor de transcripcion c-Myc

que activaria una mayor expresion de enzima GLS (Figura 19) y conduce a un
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aumento en el proceso del catabolismo de la glutamina en cancer de mama (12y
ovario (3 (Anexo 10.13.), correspondiente a los resultados de Zeng et al., 2017,
sobre un mayor consumo de glutamina, aumento de la produccion de a-KG y los
niveles de ATP en las células de colangiocarcinoma intrahepatico (/CC). Estos
reportes demostraron que existe una red reguladora del miRNA-145 y GLS que
puede proporcionar una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de

resistencia de medicamentos contra cancer de mama (107). (109)

La ruta de senalizacion de los niveles de miRNA-145 y su regulacion sobre la
proteina quinasa Il dependiente de calcio y calmodulina (CaMKII) en el proceso de
apoptosis todavia no esta bien definido (1%). Sin embargo, Cha et al., 2013 (105),
demostré que el miRNA-145 cumple un rol supresor sobre CAMKII en el proceso
de activacion de senalizacion causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y cambios del flujo de Ca*? intracelular que induce el proceso de apoptosis de
cardiomiocitos (Figura 20) ("% Por lo tanto, una sobreexpresion del CaMKII causa
una sobrecarga de Ca*? inducida por ROS y ademas aumentaria la secrecion de
cardioquinas dirigidas a 6rganos periféricos en respuesta a estrés o procesos
inflamatorios en el miocardio 5:(114), Estos datos confirmaron la importancia de
considerar como una potencial terapia de reemplazo de miRNA-145 descrito por
Wei et al., 2019 26 dirigido a cardiopatias isquémicas y varios tipos de cancer (109
(Anexo 10.9.).

La figura 21 representa la relacion entre el miRNA-145 y su regulacion sobre la
activacion del factor de receptor de crecimiento epidermal (EGFR), y ademas
presenta un rol importante en la glucdlisis anaerdbica de las células de
adenocarcinoma de pulmén descrito en el programa KEGG (Figura 21.B.) y las
células de cancer de mama, segun Jung et al., 2019 (Figura 21.A.) @9, EI miRNA-
145 inhibe la activacion de EGFR, entonces disminuye la produccion de lactato,
captacion de glucosa y la tasa de acidificacion extracelular inducida por glucosa
(Tabla 6). Ademas, el analisis metaboldmico descrito por Makinoshima et al., 2014,
confirmd que la produccién de metabolitos fue reducida significativamente en la

glucolisis, la via de la pentosa fosfato y la biosintesis de pirimidina (118,
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Otro mecanismo en funcién de la expresion de EGFR esta relacionada con una alta
captacion tumoral del analogo de glucosa, la fluorodesoxiglucosa (FDG) que
incorporada a las células fueron fosforiladas por la enzima hexoquinasa 2 (HK2),
por lo tanto, existe una relacion entre los niveles subexpresado de miRNA-145 yun
cambio en el flujo glucolitico mediante el aumento de la actividad de la enzima HK2
(107), (30). (40) (Tabla 6) y correspondiente a las rutas metabdlicas reportadas en KEGG

(8% y Reactome ©9 (Anexo 10.13.).

En general los niveles de miRNA-145 desregulados fueron subexpresado o
sobrexpresado, aunque segun Garcia et al., 2020 (" incluye la categoria de valores
normoexpresado en funcion a otras variables de clasificacién, por ejemplo, subtipos
de tumores con la finalidad de monitorear los cambios de expresion ('4) y establecer
umbrales de deteccion durante los diferentes estadios, y principalmente en
personas sin diagndstico de cancer 2. Ademas, no existe evidencia sobre los
niveles normoexpresado del miRNA-145 y su efecto en cancer descrito en las tablas
6 y 7, pero presentaron niveles de expresion variables y correspondiente a los
valores reportados en controles (2 y mayores en promedio comparados con otros

estudios de miRNA-145 subexpresado en cancer de mama y ovario (74) (29). (113),

Con los resultados de la investigacion, se aporta en el conocimiento de los niveles del
mMiRNA-145 en plasma y para mejorar los métodos de extraccion, deteccion y
cuantificacion con la técnica dPCR, y también el impacto metabdlico en cancer

analizado in silico con diferentes herramientas bioinformaticas.

71



VII. CONCLUSIONES

Los niveles del miRNA-145 circulante en plasma en esta muestra de mujeres
peruanas entre 20 y 67 afos, sin diagnostico de cancer y residentes en Lima

fueron mayores que los valores reportados en estudios en cancer de mama.

En el analisis in silico se identificaron 35 transcritos diana los cuales
pertenecen a las rutas de sefializacién y metabdlicas asociado a la variacion

de los niveles de miRNA-145 en cancer de mama y ovario.

La variacion de los niveles de miRNA-145 tienen un impacto en el
metabolismo de la glucosa y la glutamina, evidenciado por el analisis in silico
de datos de expresion génica en cancer de mama y ovario, principalmente

en las funciones de las enzimas hexoquinasa 2 (HK2) y glutaminasa (GLS).
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VIIl. RECOMENDACIONES

e Ampliar los estudios del miRNA-145 circulante en plasma de mujeres
peruanas y su relacion con parametros bioquimicos (niveles de glucosa,
colesterol, triglicéridos) y otros factores que determinen la variacion de los

niveles de expresion.

e Se recomienda ampliar el estudio del miRNA-145 circulante en plasma como
posible biomarcador de diagnostico y prondstico en una muestra de mujeres

con diferentes estadios de cancer de mama y cancer de ovario.

e Realizar un analisis in silico comparativo entre el mMiRNA-145 y otros miRNAs
a nivel epigendémico, protedmico y metabolédmico en cancer de mama y

cancer de ovario.
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X. ANEXOS

10.1. Consentimiento, ficha de registro

USMP

SAN MARTIN DE PORRES

La Molina, 23 de junio de 2015

Oficio No. 826 - 2015 - CIEI-USMP-CCM

Sefior Doctor

José Luis Buleje Sono

Laboratorio de Genética y Biologia Moleculas
Facultad de Medicina Humana - USMP
Presente

Ref. Proyecto: “Test genético-epigenético no invasivo para cdncer de mama utilizando 4cidos nucleicos
circulantes (¢fNAs) como biomarcadores, predictores de pronéstico ¥ respuesta a tratamiento.”

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que en cumplimiento de las buenas practicas
clinicas y Ia legislacion peruana vigente en materia de investigacion cientifica en el campo de la salud,
el Comité de mi presidencia, en la sesi6n del 22 de junio evalué y aprobé los siguientes documentos:

¢ Proyecto: “Test genético-epigenético no invasivo para cdincer de mama utilizando écidos nucleicos circulantes (cfNAs)
como biomarcadores, predictores de pronGstico y resp a tratami >
e Hoja Informativa para el Paciente

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines que correspondan.

Atentamente,

Dr. Amaddgr Vargas Guerra
resident

{

AVG/ABZ/ad
Adjunio (2) documentos sellados
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ESTUDIO GENETICO:
Test genético - epigenético no invasivo para cancer de mama utilizando acidos nucleicos

circulantes (¢fNAs) como biomarcadores, predictores de pronostico y respuesta a

tratamiento.
1] T e S
T 1 O S S S— Edz}d: ................................................
DINL S sscssonssmvaunaissmassnssinsmiamnisss TeISIono: s uanuniis Node Registron ...ooomiiinbeients
MEGIEERREEY. e it i s S s T s s el s e
HOSO AT R EFEROIB AN oo b o s s S e e P ot st

He recibido informacién de forma verbal v escrita sobre el proyecto Test genético - epigenético no
invasivo para cdncer de mama utilizando 4cidos nucleicos circulantes (cfNAs) come
biomarcadores, predictores de pronéstico y respuesta a tratamiento.

De acuerdo a esta informacidn he entendido que:

1.- Se me va a extraer una muestra de sangre periférica para realizar un estudio genético.

2.- El objetivo de dicho estudio es analizar los genes que estan implicados en el cancer, su respuesta a
tratamiento y prondstico.

3.-Los resultados del estudio no influiran en el manejo de la enfermedad.

4.- Se guardara la confidencialidad de los resultados del estudio, pudiéndose utilizar los datos de forma
andnima para estudios epidemioldgicos.

5.- Si creo conveniente, puedo anular el consentimiento asi como solicitar que se destruyan las
muestras extraidas.

Leido el documento CONSIENTO que se me extraiga una muestra para realizar el estudio genético.

Lima, " de del 201 _

Firma del paciente ; Firma del Investigador

48 12 Universidad de San Yriin de Pooe 0
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10.2 Anexo. Materiales, reactivos y equipos

Materiales

Micropipetas de 5 uL, 10 uL, 100 uL y 1000 uL de capacidad

Tubos Eppendorf

Guantes de nitrilo

Tips estériles

Chips dPCR QuantStudioTM 3D Digital PCR 20K v.2.0 (Applied BiosystemsTM)
Reactivos

Kit miRNeasy Serum/Plasma Qiagen

Kit miRNeasy Serum/Plasma Spike in control (cel miR-39) Qiagen

Kit TagMan advanced miRNA cDNA Synthesis kit Thermo Fisher Scientific.
TagMan® Advanced miRNA Assays Reporter dye: VIC™

TagMan® Advanced miRNA Assays Reporter dye: FAM™

Solucién Master Mix QuantStudioTM 3D Digital PCR v.2.0 (Applied Biosystems™)
Cloroformo

Etanol (70%, 80%, 96% y 100 %)

Equipos

Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

Termociclador Sistema PCR digital QuantStudio 3D Thermo Fisher
Micropipetas:10, 100 y 1000 uL.

Congeladora -80 °C ( ThermoScientific™)

Sellador chips QuantStudioTM 3D (Applied Biosystems™)

Equipo lector chips QuantStudioTM 3D (Applied BiosystemsTM)
Microcentrifuga refrigerada Eppendorf580R



10. 3. Procedimientos de extraccion de ARN

Agregar 200 uL de plasma con 1000 uL del reactivo Qiazol lysis

Incubar a T° ambiente por 5 min

-

Adicionar 3.5 uL de miRNeasy Suero/plasma Spike in control (1.6 x 108 copias/uL) y agitar

pe

Agregar 200 uL de cloroformo y centrifugar a 3000 RPM durante 15 segundos

Incubar a T° ambiente por 3 min

pe

Centrifugar 12 000 RPM 4°C por 15 minutos

pe

Agregar la fase acuosa (parte superior) a un nuevo tubo eppendorf 1.5 mL

pe

Adicionar 900 uL de etanol 100 %, mezclo e inmediatamente transferir 700 uL a la columna

pe

Adicionar 700 uL de buffer RWT y centrifugar 210 000 RPM a T° ambiente por 15 segundos

Centrifugar = 10 000 RPM a T° ambiente por 15 segundos

pe

Descartar eluyente y adicionar 500 uL de buffer RPE centrifugar 210 000 RPM a T°
ambiente por 15 segundos

p

Adicionar 500 uL de etanol 80 % y centrifugar 210 000 RPM a T° ambiente por 2 minutos

¥

Cambiar tubo de coleccion y centrifugar a 12 000 RPM a T° ambiente por 5 minutos.
Colocar la columna en un tubo eppendorf y agregar 14 uL de agua libre de RNAsas.
Centrifugar 13 000 RPM a T° ambiente por 1 minuto

Figura 22. Protocolo de extraccion de ARN total (88),
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10.4. Procedimientos de conversion a cDNA

Adicién de Poly(A)

1. En un tubo de 0.2 mL se preparé cantidad suficiente del mix de reaccion
Poly(A), luego centrifugd a 5000 RPM durante 5 segundos para 43
muestras.

2. Los volumenes preparados incluyen 10 % del promedio para una

reaccion (Tabla 1).

Tabla 8. Componentes en la etapa de Poliadenilaciéon

Componentes Cantidad para 1 Rx Cantidad para 43 Rxns
10X Poly(A) Buffer 0.5uL 23.65 uL
ATP 0.5uL 23.65 uL
Enzima Poly(A) 0.3 uL 14.19 uL
Agua libre de RNAsas 1.7 uL 80.41 uL
Volumen total del mix de 3uL 141.9 uL
reaccion Poly(A)

3. Se agrego 3.7 uL de muestra en cada tubo de reaccién, luego se

transfiere 3 uL del mix de reaccion de Poly(A).

4, Se cerro la tapa del tubo de reaccién y se centrifugd a 5000 RPM durante
5 segundos.
5. Se centrifugd el tubo de reaccion a 2000 RPM durante 3 segundos para

eliminar las burbujas de aire.
6. Los tubos de reaccion fueron colocados en el termociclador e incubd

siguiendo los controles de temperatura (Tabla 9).

88



Tabla 9. Condiciones de temperatura en la etapa de Poliadenilacion

Pasos Temperatura Tiempo
Poliadenilacion 37 °C 45 minutos
Stop reaction 65 °C 10 minutos
Hold 4°C Hold

Proceder inmediatamente a la reaccion de ligacion de adaptadores

Reaccion de ligacion de adaptadores

1. En un tubo eppendorf de 0.6 mL se preparé suficiente Mix de reacciéon de

ligacion de adaptadores agregando un 10% por cada componente de

reaccion para 43 muestras (Tabla 10).

Tabla 10. Componentes en la etapa de ligacién de adaptadores

Volumen total

Componentes 1 Rxn 43 Rxns

5X DNA Ligase Buffer 3uL 141.9 uL

50% PEG 8000 4.5 uL 212.85uL

25X Ligacién de adaptador 0.6 uL 28.38 uL

RNA ligasa 1.5uL 70.95 uL

Agua libre de RNasa 0.4 uL 18.92 uL
Reaccion total de ligacion 10 uL 473 uL

2. Se mezcld el mix de reaccidn de ligacidon de adaptadores, luego se centrifugd
a 2000 RPM durante 3 segundos.

3. Se agregd 10 uL de mix de reaccion de ligacion para cada tubo que contiene

6.7 uL de la muestra del producto e reaccion de poly(A). El volumen total es

16.7 uL por tubo.

4. Se cerro la tapa del tubo y luego se mezcld el mix del procedimiento 3.
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5. Se centrifugé 2000 RPM durante 3 segundos.

6. Los tubos de reaccién fueron colocados en el termociclador, luego se incubd

siguiendo las condiciones de temperatura (Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones de temperatura en la etapa de ligacion de adaptadores

Pasos Temperatura Tiempo
Ligacion 16°C 60 minutos
Hold 4°C Hold

Proceder inmediatamente a la reaccién de transcripcidn reversa.

Transcripcion reversa

1. En un tubo eppendorf de 2 mL se preparé suficiente RT Mix de reaccion
agregando un 10% por cada componente de reaccién para 43 muestras
(Tabla 12).

Tabla 12. Componentes en la etapa de Transcripcion reversa.

Componentes 1 Rxn 43 Rxns
5X RT Buffer 6 uL 283.8 uL
d NTP mix ( 25 m M) 1.2uL 56.76 uL
20 X Universal RT primer 1.5uL 70.95
10 X RT mix enzima 3uL 141.9 uL
Agua libre de RNAsas 3.3 uL 156.09 uL
Volumen total 15 uL 709.5 uL

2. Se mezclé el mix de reaccion de RT, luego centrifugd cuidadosamente el

contenido y elimind las burbujas de aire.
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3. Se agregd 15 uL de RT Mix de reaccion para cada tubo de reaccion
conteniendo previamente 16.7 uL de la muestra del producto de ligacion
de reaccion. El volumen total es 31.7 uL por tubo.

4. Se cerro la tapa del tubo y luego se centrifugé el mix a 2000 RPM durante
3 segundos.

5. Los tubos de reaccién fueron colocados en el termociclador, luego se

incubo siguiendo las condiciones de temperatura (Tabla 13).

Tabla 13. Condiciones de temperatura en la etapa de Transcripcion reversa.

Pasos Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 42°C 15 minutos
Stop reaction 85°C 5 minutos
Hold 4°C Hold

Procediéo inmediatamente a la reaccion de miRNA-Amp. Sin embargo, el
producto de reaccion se puede conservar a una temperatura de -20°C durante 2
meses.

Reaccion miRNA-Amp

1. En un tubo eppendorf de 0.6 mL se preparé suficiente cantidad de miR-Amp

Reaction Mix para 43 muestras.

Tabla 14. Componentes en la etapa de reaccion miRNA-Amp

Componentes 1 Rxn 43 Rxns
2X miR-Amp Master Mix 25uL 1.182 uL
20X miR-Amp Primer Mix 25uL 118.25 uL

Agua libre de RNAsas 17.5uL 827.75 uL
Total RT Reaction Mix 45 uL 2128 uL
volume
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2. Se mezcld el mix de reaccion miR-Amp, luego se centrifugd el contenido a
3000 RPM durante 4 segundos.

3. Se agregd 45 uL de miR-Amp Reaction Mix para cada tubo de reaccion.

4. Se agrego 5 uL del producto de la reaccion de RT. El volumen total fue 50 uL
por tubo.

5. Se cerrd latapa del tubo y luego se centrifugd 3000 RPM durante 4 segundos.
Los tubos de reaccion fueron colocados en el termociclador, luego se incubd

siguiendo las condiciones de temperatura (Tabla 15).

Tabla 15. Condiciones de temperatura en la etapa de Reaccién de miRNA-Amp

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion de la enzima 95°C 15 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 3 segundos
Alineamiento/Extensién 60°C 30 segundos 14
Stop reaccion 99°C 10 minutos 1
Hold 4°C Hold 1

El producto de reaccion de miR-Amp reaccion se puede almacenar a -20°C

durante 2 meses.
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10.5. Cuantificacion de miRNAs convertidos

Tabla 16. Componentes en la etapa de PCR digital.

Componentes Cantidad
Master Mix dPCR 7.5uL
Sonda FAM (miRNA-145) 0.75 uL
Sonda VIC (Cel-miR-39) 0.75 uL
cDNA (Dilucion del miR producto) 2.26 uL
Agua libre de RNasas 3.74 uL

Total 15 uL

Condiciones de dPCR

Se realizd ensayos de deteccidn del cDNA que expresa miRNA-145 y Cel-miR-39

siguiendo las condiciones de PCR digital (Tabla 17).

Tabla 17. Condiciones de PCR digital

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 96°C 10 minutos 1
Alineamiento 56°C 2 minutos
Elongacion 98°C 30 segundos 40
Extension 60°C 2 minutos 1
Stop reaction 10°C 10 minutos 1

93



10.6. Graficas de PCR digital

Los puntos azules corresponden a FAM que mide los niveles del miRNA-145, ylos
puntos rojos corresponden a VIC o niveles del Cel-miRNA-39 y los puntos amarillos

a los no amplificados.

FAM:3 VIC:T FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 0

f

FAM Threshold

VIC Threshold

a

FAM

Figura 23. Gréifica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite Cloud Software
correspondiente al analisis de la paciente C104R2 (Chip ID: D026D8).

FAM:28 VIC: 13 FAM+VIC: 5 UNDETERMINED: 0

|

FAM Threshold
3604.47

VIC Threshold
1200

i

FAM

Figura 24. Grafica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suiter Cloud Software para

establecer los limites de los ensayos FAM (azul) y VIC (rojo) para miRNA-145 y Cel-miR-
39, respectivamente.

Grafica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite'™ Cloud Software correspondiente al
analisis de la paciente C104R2 (Chip ID: DO1MOQT) para evaluar los niveles de miRNA-145.
Para calcular el eje de FAM, se utilizé el valor 3604.47 y para VIC fue 1200 RFU.
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FAM:0 VIC:4 FAM+VIC: 0 UNDETERMINED: 0

I

FAM Threshold

VIC Threshold

o

Figura 25. Grafica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software
correspondiente al analisis de la paciente COFSYE (Chip ID: C093R2).

10.7. Tabla de secuencias de pre-miRNA-145 en diferentes especies

En la tabla 18, se obtiene el 70% de las secuencias candidatas obtiene una

secuencia conservativa en diferentes especies.

Tabla 18. Tabla de secuencias de pre-miRNA-145 obtenido de miRBase. La region

sombreada corresponde a la secuencia madura del miRNA-145 humano y el valor de MFE

(kcal/mol) de plegamiento de su estructura secundaria.

GGAAAUACUGUUCUUGGGGUUGGGGCUGGACUACUGA

Especie Secuencia miRNA-145 MFE
(-kcal/mol)
Homo sapiens CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -41.10
hsa-mir-145 UAGAUGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
GAGGUCAUGGUU
Astatotilapia burtoni | GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUGACCUAUCAGAAAG -26.90
abu-mir-145 GGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
Anolis carolinensis | UACUGUGUCCUCGGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -42.50
aca-mir-145 UAGAUGAUAAGAGGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
GGGGUCAUGGCUCAGCAACU
Equus caballus CUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUA -30.30
eca-mir-145 AGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAG
Danio rerio UCAGUCUUCAUCAUUUCCUCAUCCCCGGGGUCCAGUUU -51.70
dre-mir-145 UCCCAGGAAUCCCUUGGGCAAUCGAAAGGGGGAUUCCU
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Gadus morhua GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUGUUGAACAUGAAAG -25.20
gmo-mir-145 CGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU
Chrysemys picta GUGUCCUCAGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGG -41.20
cpi-mir-145 CACUAUGACGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAGG
CCAUGGCUCAGCAGCU
Pan paniscus GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUAAGAUGG -26.00
ppa-mir-145 GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
Alligator UGCUGUGUCCUCAGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -43.30
mississippiensis UGGGCACUGUGUUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
ami-mir-145 GGGGCCGUGGCUCAG
Microcebus GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUAAGAUGG -26.00
murinus GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
mmr-mir-145
CGUGCUCUCAGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAG -43.10
Gallus gallus GCGCUACGUUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGGG
gga-mir-145 GCCACGGCU
CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAuUCCCcU -39.90
Rattus norvegicus | UGGAUGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
rno-mir-145 GAGGUCAUGGCU
Ophiophagus UCGGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAAGAUAA -31.00
hannah GAAGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGGGGUC
oha-mir-145
Oryzias latipes GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUGGGCUGUCAAAAAA -27.70
ola-mir-145 GGGGAUUCCUGGAAAUACUGAU
Python bivittatus | ACUAUGUCCUCGGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU -43.60
pbv-mir-145 AGAUGCUAAGAAGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUG
GGGUCAUGGCUC
Columba livia CCGUGCCCUCAGGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUA -48.50
cli-mir-145 GGCGCUACGUUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGA
GGCCACGG
Canis familiaris UGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAU -36.40
cfa-mir-145 GCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAGGU
CAUGGUU
Otolemur garnetti | GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUAAGAUGG -26.00
oga-mir-145 GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU
Xenopus tropicalis | ACCUAUUCCUCAAGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU -44.80
xtr-mir-145 GGGUGCUGUGGUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUG
GGGUGUAGGC
Sus scrofa CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCcU -39.30
ssc-mir-145 UAGAUGCUGAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUU

GAGGUCAUGG
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10.8. miRNA-145 relacionado en cancer

En la tabla 18 de presenta las principales tipos de cancer relacionado con

transcritos diana del miRNA-145.

Tabla 19. Transcritos diana regulados por miRNA-145 en las rutas de sefializacion en
cancer.

Transcritos diana

Tipos de cancer

Factor del receptor de crecimiento
epidermal (EGFR)

Sustrato receptor de insulina 1 ( IRS-1)

Cancer colorectal

Proteina Kinasa C alpha (PRKCA)

Factor del receptor 3 de crecimiento del
fibroblasto ( FGFR3)

Cancer de vejiga

Interferén beta (IFN)

Cancer de vejiga

Supresor de la sefializacion de
citoquinas 7

Cancer de vejiga

Factor del receptor de crecimiento
epidermal (EGFR)

Cancer de pulmon

MYC proteina de union (C-MYC)

Cancer de pulmon de células pequenas, Cancer de
esoéfago, Cancer de colon, carcinoma de células orales
escamosas y Cancer de mama

Proteina fascina actina 1 (FSCNT)

Melanoma metastasico y Cancer de pulmén de células no
pequefias

ETS proto-oncogen 1, factor de
transcripcion (ETST)

Cancer de estomago

Matrix metalopeptidasa 1 (MMP-1)

Cancer de estomago

N-cadherina (CDH-1)

Cancer de estomago

Factor de transcripcion de caja SRY 9
(SOX9)

Cancer de cabeza y cuello

Interleuquina 6 (/L-6)

Cancer de cabeza y cuello

Célula precursora neural expresada,

regulada por el desarrollo 9
(NEDD9)

Cancer de préstata, Glioblastoma

Factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF)

Glioblastoma

Sentrina 1(SENPT)

Cancer de Colon
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Factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF)

Metastasis de células de osteosarcoma, angiogénesis
tumoral, Cancer colorectal, cancer de mama

Proteina quinasa B (AKT)

Cancer de colon

proteina fosfatasa 3 catalitica (PPP3CA)

Subunidad beta del factor de union Cancer de colon
(CBFB)

Interactor Clathrin1 (CLINT1) Céncer de colon

Subunidad alfa de la isoforma de la Cancer de colon

10.9. Secuencias no traducidas de los receptores de miRNA-145

Tabla 20. Secuencias 3'UTR de transcritos diana regulados por miRNA-145.

Secuencias de 3' UTR de transcritos diana

1 CAGTACCGATCGTAGCCCCTATGAGAAGGTTTCTGCAGGTAATGGTGGCAGCAGCCTCTCTT

81 CAGCCACTTCTGCCAACTTGTAGGGGCACGTCGCCCGCTGAGCTGAGTGGCCAGCCAGTGC

Genes
>MUC1|NM_001044393|3'UTR
ACACAAACCCAGCAGTGG
CATTCCACTCCACTCAGGT
MUC1

161 TCTTCAGGGCCAGAGCCCCTGCACCCTGTTTGGGCTGGTGAGCTGGGAGTTCAGGTGGGC
TGCTCACAGCCTCCTTCAGA

241 GGCCCCACCAATTTCTCGGACACTTCTCAGTGTGTGGAAGCTCATGTGGGCCCCTGAGGGC
TCATGCCTGGGAAGTGTTG

321 TGGTGGGGGCTCCCAGGAGGACTGGCCCAGAGAGCCCTGAGIX¢ ofclciclcr N e{og cr_VXo3)
CIETN®ETGAATAAAACGTGGTC

401 TCCCACTGCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>HOXA9INM_152739|3'UTR

1 TGCCATTTGGGCTTATTTAGAAAAAAGGGTAAGCTAGAGAGAAAAAGAAAGAACTGTCCGTCC
CCCTTCCGCCTTCTCCC

81 TTCTCTCACCCCCACCCTAGCCTCCACCATCCCCGCACAAAGCGGCTCTAAACCTCAGGCCA
CATCTTTTCCAAGGCAAA

161 CCCTGTTCAGGCTGGCTCGTAGGCCTGCCGCTTTGATGGAGGAGGTATTGTAAGCTTTCCA
TTTTCTATAAGAAAAAGGA

241 AAAGTTGAGGGGGGGGCATTAGTGCTGATAGCTGTGTGTGTTAGCTTGTATATATATTTTTA
AAAATCTACCTGTTCCTG

321 ACTTAAAACAAAAGGAAAGAAACTACCTTTTTATAATGCACAACTGTTGATGGTAGGCTGTAT
AGTTTTTAGTCTGTGTA

401 GTTAATTTAATTTGCAGTTTGTGCGGCAGATTGCTCTGCCAAGATACTTGAACACTGTGTTTT
ATTGTGGTAATTATGTT

481 TTGTGATTCAAACTTCTGTGTACTGGGTGATGCACCCATTGTGATTGTGGAAGATAGAATTCA
ATTTGAACTCAGGTTGT
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HOXA9

EGFR

561 TTATGAGGGGAAAAAAACAGTTGCATAGAGTATAGCTCTGTAGTGGAATATGTCTTCTGTATA
ACTAGGCTGTTAACCTA

641 TGATTGTAAAGTAGCTGTAAGAATTTCCCAGTGAAATAAAAAAAAATTTTAAGTGTTCTCGGG
GATGCATAGATTCATCA

721 TTTTCTCCACCTTAAAAATGCGGGCATTTAAGTCTGTCCATTATCTATATAGTCCTGTCTTGTC
TATTGTATATATAATC

801 TATATGATTAAAGAAAATATGCATAATCAGACAAGCTTGAATATTGTTTTTGCACCAGACGAA
CAGTGAGGAAATTCGGA

881 GCTATACATATGTGCAGAAGGTTACTACCTAGGGTTTATGCTTAATTTTAATTGGAGGAAATG
AATGCTGATTGTAACGG

961 AGTTAATTTTATTGATAATAAATTATACACTATGAAACCGCCATTGGGCTACTGTAGATTTGTA
TCCTTGATGAATCTGG

1041 GGTTTCCATCAGACTGAACTTACACTGTATATTTTGCAATAGTTACCTCAAGGCCTACTGAC
CAAATTGTTGTGTTGAGA

1121 TGATATTTAACTTTTTGCCAAATAAAATATATTGATTCTTTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>EGFR|NM_001346899|3'UTR

1 CCACGGAGGATAGTATGAGCCCTAAAAATCCAGACTCTTTCGATACCCAGGACCAAGCCACA
GCAGGTCCTCCATCCCAA

81 CAGCCATGCCCGCATTAGCTCTTAGACCCACAGACTGGTTTTGCAACGTTTACACCGACTAG
CCAGGAAGTACTTCCACC

161 TCGGGCACATTTTGGGAAGTTGCATTCCTTTGTCTTCAAACTGTGAAGCATTTACAGAAACG
CATCCAGCAAGAATATTG

241 TCCCTTTGAGCAGAAATTTATCTTTCAAAGAGGTATATTTGAAAAAAAAAAAAAGTATATGTGA
GGATTTTTATTGATTG

321 GGGATCTTGGAGTTTTTCATTGTCGCTATTGATTTTTACTTCAATGGGCTCTTCCAACAAGGA
AGAAGCTTGCTGGTAGC

401 ACTTGCTACCCTGAGTTCATCCAGGCCCAACTGTGAGCAAGGAGCACAAGCCACAAGTCTT
CCAGAGGATGCTTGATTCC

481 AGTGGTTCTGCTTCAAGGCTTCCACTGCAAAACACTAAAGATCCAAGAAGGCCTTCATGGCC
CCAGCAGGCCGGATCGGT

561 ACTGTATCAAGTCATGGCAGGTACAGTAGGATAAGCCIealeKcloie{egpeiegfcicic(er.VVXCT V.Y
IYYACGGAGGGGATGGAA

641 TTCTTCCTTAGACTTACTTTTGTAAAAATGTCCCCACGGTACTTACTCCCCACTGATGGACCA
GTGGTTTCCAGTCATGA

721 GCGTTAGACTGACTTGTTTGTCTTCCATTCCATTGTTTTGAAACTCAGTATGCTGCCCCTGTC
TTGCTGTCATGAAATCA

801 GCAAGAGAGGATGACACATCAAATAATAACTCGGATTCCAGCCCACATTGGATTCATCAGCA
TTTGGACCAATAGCCCAC

881 AGCTGAGAATGTGGAATACCTAAGGATAGCACCGCTTTTGTTCTCGCAAAAACGTATCTCCT
AATTTGAGGCTCAGATGA

961 AATGCATCAGGTCCTTTGGGGCATAGATCAGAAGACTACAAAAATGAAGCTGCTCTGAAATC
TCCTTTAGCCATCACCCC

1041 AACCCCCCAAAATTAGTTTGTGTTACTTATGGAAGATAGTTTTCTCCTTTTACTTCACTTCAA
AAGCTTTTTACTCAAAG

1121 AGTATATGTTCCCTCCAGGTCAGCTGCCCCCAAACCCCCTCCTTACGCTTTGTCACACAAAA
AGTGTCTCTGCCTTGAGT

1201 CATCTATTCAAGCACTTACAGCTCTGGCCACAACAGGGCATTTTACAGGTGCGAATGACAG
TAGCATTATGAGTAGTGTG
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MYC

1281 GAATTCAGGTAGTAAATATGAAACTAGGGTTTGAAATTGATAATGCTTTCACAACATTTGCAG
ATGTTTTAGAAGGAAAA

1361 AAGTTCCTTCCTAAAATAATTTCTCTACAATTGGAAGATTGGAAGATTCAGCTAGTTAGGAGC
CCACCTTTTTTCCTAAT

1441 CTGTGTGTGCCCTGTAACCTGACTGGTTAACAGCAGTCCTTTGTAAACAGTGTTTTAAACTC
TCCTAGTCAATATCCACC

1521 CCATCCAATTTATCAAGGAAGAAATGGTTCAGAAAATATTTTCAGCCTACAGTTATGTTCAGT
CACACACACATACAAAA

1601 TGTTCCTTTTGCTTTTAAAGTAATTTTTGACTCCCAGATCAGTCAGAGCCCCTACAGCATTGT
TAAGAAAGTATTTGATT

1681 TTTGTCTCAATGAAAATAAAACTATATTCATTTCCACTCTATTATGCTCTCAAATACCCCTAAG
CATCTATACTAGCCTG

1761 GTATGGGTATGAAAGATACAAAGATAAATAAAACATAGTCCCTGATTCTAAGAAATTCACAAT
TTAGCAAAGGAAATGGA

1841 CTCATAGATGCTAACCTTAAAACAACGTGACAAATGCCAGACAGGACCCATCAGCCAGGCA
CTGTGAGAGCACAGAGCAG

1921 GGAGGTTGGGTCCTGCCTGAGGAGACCTGGAAGGGAGGCCTCACAGGAGGATGACCAGG
TCTCAGTCAGCGGGGAGGTGG

2001 AAAGTGCAGGTGCATCAGGGGCACCCTGACCGAGGAAACAGCTGCCAGAGGCCTCCACTG
CTAAAGTCCACATAAGGCTG

2081 AGGTCAGTCACCCTAAACAACCTGCTCCCTCTAAGCCAGGGGATGAGCTTGGAGCATCCCA
CAAGTTCCCTAAAAGTTGC

2161 AGCCCCCAGGGGGATTTTGAGCTATCATCTCTGCACATGCTTAGTGAGAAGACTACACAAC
ATTTCTAAGAATCTGAGAT

2241 TTTATATTGTCAGTTAACCACTTTCATTATTCATTCACCTCAGGACATGCAGAAATATTTCAGT
CAGAACTGGGAAACAG

2321 AAGGACCTACATTCTGCTGTCACTTATGTGTCAAGAAGCAGATGATCGATGAGGCAGGTCA
GTTGTAAGTGAGTCACATT

2401 GTAGCATTAAATTCTAGTATTTTTGTAGTTTGAAACAGTAACTTAATAAAAGAGCAAAAGCTA
AAAAAAAAAAAAAAAA

>MYC |NM_002467|3'UTR

1 GGAAAAGTAAGGAAAACGATTCCTTCTAACAGAAATGTCCTGAGCAATCACCTATGAACTTGT
TTCAAATGCATGATCAA

81 ATGCAACCTCACAACCTTGGCTGAGTCTTGAGACTGAAAGATTTAGCCATAATGTAAACTGCC
TCAAATTGGACTTTGGG

161 CATAAAAGAACTTTTTTATGCTTACCATCTTTTTTTTTTCTTTAACAGATTTGTATTTAAGAATT
GTTTTTAAAAAATTT

241 TAAGATTTACACAATGTTTCTCTGTAAATATTGCCATTAAATGTAAATAACTTTAATAAAACGTT
TATAGCAGTTACACA

321 GAATTTCAATCCTAGTATATAGTACCTAGTATTATAGGTACTATAAACCCTAATTTTTTTTATTT
AAGTACATTTTGCTT

401 TTTAAAGTTGATTTTTTTCTATTGTTTTTAGAAAAAATAAAATAACTGGCAAATATATCATTGAG
CCAAATCTTAAAAAA

481 AAAAAAAAA

>NRAS|NM_002524|3'UTR

1 CAAGATACTTTTAAAGTTTTGTCAGAAAAGAGCCACTTTCAAGCTGCACTGACACCCTGGTCC
TGACTTCCCTGGAGGAG
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NRAS

81 AAGTATTCCTGTTGCTGTCTTCAGTCTCACAGAGAAGCTCCTGCTACTTCCCCAGCTCTCAGT
AGTTTAGTACAATAATC

161 TCTATTTGAGAAGTTCTCAGAATAACTACCTCCTCACTTGGCTGTCTGACCAGAGAATGCAC
CTCTTGTTACTCCCTGTT

241 ATTTTTCTGCCCTGGGTTCTTCCACAGCACAAACACACCTCTGCCACCCCAGGTTTTTCATCT
GAAAAGCAGTTCATGTC

321 TGAAACAGAGAACCAAACCGCAAACGTGAAATTCTATTGAAAACAGTGTCTTGAGCTCTAAA
GTAGCAACTGCTGGTGAT

401 TTTTTTTTTCTTTTTACTGTTGAACTTAGAACTATGCTAATTTTTGGAGAAATGTCATAAATTAC
TGTTTTGCCAAGAAT

481 ATAGTTATTATTGCTGTTTGGTTTGTTTATAATGTTATCGGCTCTATTCTCTAAACTGGCATCT
GCTCTAGATTCATAAA

561 TACAAAAATGAATACTGAATTTTGAGTCTATCCTAGTCTTCACAACTTTGACGTAATTAAATCC
AACTTTCACAGTGAAG

641 TGCCTTTTTCCTAGAAGTGGTTTGTAGACTTCCTTTATAATATTTCAGTGGAATAGATGTCTCA
AAAATCCTTATGCATG

721 AAATGAATGTCTGAGATACGTCTGTGACTTATCTACCATTGAAGGAAAGCTATATCTATTTGA
GAGCAGATGCCATTTTG

801 TACATGTATGAAATTGGTTTTCCAGAGGCCTGTTTTGGGGCTTTCCCAGGAGAAAGATGAAA
CTGAAAGCACATGAATAA

881 TTTCACTTAATAATTTTTACCTAATCTCCACTTTTTTCATAGGTTACTACCTATACAATGTATGT
AATTTGTTTCCCCTA

961 GCTTACTGATAAACCTAATATTCAATGAACTTCCATTTGTATTCAAATTTGTGTCATACCAGAA
AGCTCTACATTTGCAG

1041 ATGTTCAAATATTGTAAAACTTTGGTGCATTGTTATTTAATAGCTGTGATCAGTGATTTTCAAA
CCTCAAATATAGTATA

1121 TTAACAAATTACATTTTCACTGTATATCATGGTATCTTAATGATGTATATAATTGCCTTCAATC
CCCTTCTCACCCCACC

1201 CTCTACAGCTTCCCCCACAGCAATAGGGGCTTGATTATTTCAGTTGAGTAAAGCATGGTGCT
AATGGACCAGGGTCACAG

1281 TTTCAAAACTTGAACAATCCAGTTAGCATCACAGAGAAAGAAATTCTTCTGCATTTGCTCATT
GCACCAGTAACTCCAGC

1361 TAGTAATTTTGCTAGGTAGCTGCAGTTAGCCCTGCAAGGAAAGAAGAGGTCAGTTAGCACA
AACCCTTTACCATGACTGG

1441 AAAACTCAGTATCACGTATTTAAACATTTTTTTTTCTTTTAGCCATGTAGAAACTCTAAATTAA
GCCAATATTCTCATTT

1521 GAGAATGAGGATGTCTCAGCTGAGAAACGTTTTAAATTCTCTTTATTCATAATGTTCTTTGAA
GGGTTTAAAACAAGATG

1601 TTGATAAATCTAAGCTGATGAGTTTGCTCAAAACAGGAAGTTGAAATTGTTGAGACAGGAAT
GGAAAATATAATTAATTG

1681 ATACCTATGAGGATTTGGAGGCTTGGCATTTTAATTTGCAGATAATACCCTGGTAATTCTCAT
GAAAAATAGACTTGGAT

1761 AACTTTTGATAAAAGACTAATTCCAAAATGGCCACTTTGTTCCTGTCTTTAATATCTAAATACT
TACTGAGGTCCTCCAT

1841 CTTCTATATTATGAATTTTCATTTATTAAGCAAATGTCATATTACCTTGAAATTCAGAAGAGAA
GAAACATATACTGTGT

1921 CCAGAGTATAATGAACCTGCAGAGTTGTGCTTCTTACTGCTAATTCTGGGAGCTTTCACAGT
ACTGTCATCATTTGTAAA

2001 TGGAAATTCTGCTTTTCTGTTTCTGCTCCTTCTGGAGCAGTGCTACTCTGTAATTTTCCTGAG
GCTTATCACCTCAGTCA
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2081 TTTCTTTTTTAAATGTCTGTGACTGGCAGTGATTCTTTTTCTTAAAAATCTATTAAATTTGATG
TCAAATTAGGGAGAAA

2161 GATAGTTACTCATCTTGGGCTCTTGTGCCAATAGCCCTTGTATGTATGTACTTAGAGTTTTCC
AAGTATGTTCTAAGCAC

2241 AGAAGTTTCTAAATGGGGCCAAAATTCAGACTTGAGTATGTTCTTTGAATACCTTAAGAAGTT
ACAATTAGCCGGGCATG

2321 GTGGCCCGTGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGAGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTCAACC
CAGGAGGTGGAGGTTACAGT

2401 GAGCAGAGATCGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAAGAGAGACTTGTCTCCAAAAAA
AAAGTTACACCTAGGTGTG

2481 AATTTTGGCACAAAGGAGTGACAAACTTATAGTTAAAAGCTGAATAACTTCAGTGTGGTATA
AAACGTGGTTTTTAGGCT

2561 ATGTTTGTGATTGCTGAAAAGAATTCTAGTTTACCTCAAAATCCTTCTCTTTCCCCAAATTAA
GTGCCTGGCCAGCTGTC

2641 ATAAATTACATATTCCTTTTGGTTTTTTTAAAGGTTACATGTTCAAGAGTGAAAATAAGATGTT
CTGTCTGAAGGCTACC

2721 ATGCCGGATCTGTAAATGAACCTGTTAAATGCTGTATTTGCTCCAACGGCTTACTATAGAAT
GTTACTTAATACAATATC

2801 ATACTTATTACAATTTTTACTATAGGAGTGTAATAGGTAAAATTAATCTCTATTTTAGTGGGCC
CATGTTTAGTCTTTCA

2881 CCATCCTTTAAACTGCTGTGAATTTTTTTGTCATGACTTGAAAGCAAGGATAGAGAAACACTT
TAGAGATATGTGGGGTT

2961 TTTTTACCATTCCAGAGCTTGTGAGCATAATCATATTTGCTTTATATTTATAGTCATGAACTCC
TAAGTTGGCAGCTACA

3041 ACCAAGAACCAAAAAATGGTGCGTTCTGCTTCTTGTAATTCATCTCTGCTAATAAATTATAAG
AAGCAAGGAAAATTAGG

3121 GAAAATATTTTATTTGGATGGTTTCTATAAACAAGGGACTATAATTCTTGTACATTATTTTTCA
TCTTTGCTGTTTCTTT

3201 GAGCAGTCTAATGTGCCACACAATTATCTAAGGTATTTGTTTTCTATAAGAATTGTTTTAAAA
GTATTCTTGTTACCAGA

3281 GTAGTTGTATTATATTTCAAAACGTAAGATGATTTTTAAAAGCCTGAGTACTGACCTAAGATG
GAATTGTATGAACTCTG

3361 CTCTGGAGGGAGGGGAGGATGTCCGTGGAAGTTGTAAGACTTTTATTTTTTTGTGCCATCA
AATATAGGTAAAAATAATT

3441 GTGCAATTCTGCTGTTTAAACAGGAACTATTGGCCTCCTTGGCCCTAAATGGAAGGGCCGA
TATTTTAAGTTGATTATTT

3521 TATTGTAAATTAATCCAACCTAGTTCTTTTTAATTTGGTTGAATGTTTTTTCTTGTTAAALKENI
GTTTAAAAAATAAAAA

NSl VIGTTCTTGGCTTAGTCATAATTCTT

>BRAF|XM_005250045|3'UTR

1 CCACCATCATGGCAGCATCTGCTCTTATTTCTTAAGTCTTGTGTTCGTACAATTTGTTAACATC
AAAACACAGTTCTGTT

81 CCTCAAATCTTTTTTTAAAGATACAAAATTTCCAATGCATAAGCTGATGTGGAACAGAATGGAA
TTTCCCATCCAACAAA

161 AGAGGAAAGAATGTTTTAGGAACCAGAATTCTCTGCTGCCAGTGTTTCTTCAACAAAAATACC
ACGAGCATACAAGTCTG
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BRAF

241 CCCAGTCCCAGGAAGAAAGAGGAGAGACCCTGAATTCTGACCTTTTGATGGTCAGGCATGA
TGGAAAGAAACTGCTGCTA

321 CAGCTTGGGAGATTTGCTATGGAAAGTCTGCCAGTCAACTTTGCCCTTCTAACCACCAGATC
AATTTGTGGCTGATCATC

401 TGATGGGGCAGTTTCAATCACCAAGCATCGTTCTCTTTCCTGTTCTGGAATTTTGTTTTGGAG
CTCTTTCCCCTAGTGAC

481 CACCAGTTAGTTTCTGAGGGATGGAACAAAAATGCAGCTTGCCCTTTCTATGTGGTGCGTGT
TCAGGCCTTGACAGATTT

561 TATCAAAAGGAAACTATTTTATTTAAATGGAGGCTGAGTGGTGAGTAGATGTGTCTTGGTATG
GAGGAAAAGGGCATGCT

641 GCATCTTCTTCCTGACCTCCGGGGTCTCTGGCCTTTTGTTTCCTTGCTCACTGAGGGGTCTG
TCTAACCAAGCAGGCTAG

721 ATAGTGCTGGCACACATTGCCTTCTTTCTCATTGGGTCCAGCAATGAAGATAAGTGTTTGGG
TTTTTTTTTTTTCCTCCA

801 CAATGTAGCAAATTCTCAGGAAATACAGTTTATATCTTCCTCCTATGCTCTTCCAGTCACCAA
CTACTTATGCGGCTACT

881 TTGTCCAGGGCACAAAATGCCGTGGCAGTATCTAACTAAACCCCCACAAAACTGCTTAATAA
CAGTTTTGAATGTGAGAA

961 ATTTAGATAATTTAAATATAAGGTACAGGTTTTAATTTCTGAGTTTCTTCTTTTCTATTTTTATT
AAAAAGAAAATAATT

1041 TTCAGATTTAATTGAATTGGAAAAAAACAATACTTCCCACCAGAATTATATATCCTGAAAATT
GTATTTTTGTTATATAA

1121 ACAACTTTTAAGAAAGATCATTATCCTTTTCTCTACCTAAATATGAGGAGTCTTAGCATAATG
ACAAATATTTATAATTT

1201 TTCAATTAATGGTACTTGCTGGATCCACACTAACATCTTTGCTAATAATCTCATTGTTTCTTC
CAACTGATTCCTAACAC

1281 TATATCCCACATCTTCTTTCTAGTCTTTTATCTAGAATATGCAACCTAAAATAAAAATGGTGG
CGTCTCCATTCATTCTC

1361 CTTCTTCCTTTTTTCCCAAGCCTGGTCTTCAAAAGGTTGGGCAATTTGGCAGCTGAATTCCC
AGACAGAGAATAGAGCAA

1441 TTTTAGGGATATTAGGACTGAGGGAGGGTGTGGGAAAGCTGTCATCAGTTGTTTTTATAGAA
AGAACTGGCATTCATTAA

1521 GAACCTAAATCTTATCTTTGCACAAATGGAAAATATAACCTAGTTATAGCTTCCTTTGGCCTT
TATTAAAGGGTAATATC

1601 AATCACAGTCATAGCAAAGAAAGCGGATGTATTAATGGCAAATTAATGGAAAACCTCCCTTA
TCAGGAATCTAGACTCAG

1681 AATTTAGGAACACAAATCAAATCAGACCAACCAAGCTATAGCCAAGGACTTGAAAGAAATTA
AACAAGACCCAGAATAAA

1761 TCAAGGAATTAGAAATTGTTATTTAAAAATTTCAGATTGTAACTCCAGGCCCTGCTGTCTATA
TTGCAGCCACTAAAAGC

1841 TCACTACCATTAGATTTTTGCTAACATACATGTATTCAGAAGAAAGCCTATTGAAATTTTCATT
GTCTTGTAAAAGGTTG

1921 TCCTAGTAAAATGGAAAAGATCCTTAAGTTATTAATCAGTTTGAAAAGCAAATTTGTTTTTAA
GTTTTACATCAGCAGGG

2001 CAGTGTCTTACAAAATTCAGAAATTGCAAAGGTGGAAATAATTCACGCTGATTTGAAGAACA
TCTTCTGTGCAATAATAC

2081 TGCCTCTCTTGAAAAGCATTGGCTGTTTTTTCTTTTTAAATATATCTCTAGATGCTTTTAAATG
TGGCTGTGTTCCCTTT

2161 ACCAAGATTGGCTTCAAGTTTCCGCAGGTAGAGAGACCTGGGCTTGAACAAGAGGATGTGT
TTCATGTCCTGCTGAGGAG
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2241 GTAGAACATGTGCAGCCTGGGTCCGGGACTGCCTCCGTGGGGCAGGGGCAGGGGCGGTA
CCATTAGGGAGGAAGCTTAGC

2321 ATTTCAGTTTCTTAAACAATATTCAGGGTGATACACTTTTTCTTCCCTTGCATTTTAGAATAGG
CTGGTATCTCATTTGA

2401 ACGGGGGAGCAGACTTGATCTCAAATGAAGCTGTGCCCAGGAGCCAGGCTTAGCATATTG
AGATTTTTATAGATACCTTA

2481 AAAAATAAAATATTTAAACCTCTCTTTTCTTCCTTTTTCTATGAAATAGGTTTTTTCTCTAGTTT
ACAAATGACATGAAA

2561 ATAGGTTTTATTTGTGTTTTATCTGCTTTATTTTTTGATGCTTAGACAACAGTTAGACTTACTG
AGCTCCTAAAAAAACG

2641 AGGAAGAAGTCCTTATTTGTGAAAAGCACTTTATGAGTAATTGTATAGACAGTATGTGGCTG
CGTCACTGATCATCTTGT

2721 AAGGGTGTAACAGTCTTGTCTGTAAAGTGGCTGCAGTGCCTTCTGTAGTGTGTTTTATTTTT
GGTAGGGAGAGGTGAAGC

2801 CTTCTGAAAAATTTGAGAGCAACTACAGAGGATTGTTTGTAACTGTGTAGTATTCCTGATGG
ACTTTTTTCATCGTTAGA

2881 GTCAAGGACCTAGACTTTTGCCACTGAAATAATATTGACCAAAAAAATAGTTTATAAAAGGG
ATTTGTGAATAGAAAATT

2961 CAGTGTGATCATTTGTTGTTAATGTGCACCTTAAAAGAAGATTCTGTCTAGCTGTCAAATTCT
GGTTCCCGAATATCTCA

3041 CCCCTGATTGTATTTGAGATCTAGTAGGGCATACTGGGGCATTTTAGAAGATAAAATCCCAT
ACAAATGATATATGCTAT

3121 ATTTATGTTGGTGTTGGAGAAGAAAGAGCAGTATATAAAGAAATAATTCAAGACTGCAGCAC
TGTCAACCTGAAACTTTG

3201 TAAATATTTCCTAGCTTCTGGTTTGGTGCGGTGACAGCACTTTCATCACAGGATGTTACCTT
GTATTCACCAGGCGGAGT

3281 GCGAGCTGCTGCACATCCTCCTCAGATCTCACCTGTCCCCACTGTACATCCACCCGCCAGC
TGCTTGCAAACCTCATCTC

3361 TAGCTTTAGTTCGAAACCACATTGCAGGGTTCAGGTGACCTCTACAAAAAACTACCTCTTCA
GAATGAGGTAATGAATAG

3441 TTATTTATTTTAAAATATGAAAAGTCAGGAGCTCTAGAACATGACGATGATTTAAGATTTTAA
CTTTTTTGTGTACTTGT

3521 ATTTGAGCACTCTCATTTTGTCCTAAAGGGCATTATACATTTAAGCAGTAATACTGTAAAAAA
ATGTGTTGCTCGGAATA

3601 TCTGAATGTTGTTGAAAGTGGTGCCAGAACCGGTTTAGGGGTACGTTTCAGAATCTTAACCT
TGAGTCAATTGCATGAAA

3681 TTAAATAGCTGTGGTATCACTTCACTAACAGTGATGTAATTTTAATTTTCAGTAGGCTTGGCA
TGACAGTACATCCTCAT

3761 AATGAGTTTGCTGCAGCTTTGTCACATGCACAGGCATTCATAGAAAGACCACCCAGCTAAG
AGGGTAGAATGATTACTCT

3841 TTTTGCAAGATTCTCTTCTTTGTCCAAGTTGGCATTGTTAGTGCTAGGAATACCAGCACCTT
GAGACGAGCAGATTCCAA

3921 CCATTAGGCTATAAACACCATAGCCAGAGATGGAAGGTTTACTGTGAGTATGAACAGCAAAT
AGCTTACAGGTCATGAGT

4001 TGAAATGGTGTAGGTGAGGCTCTAGAAAAATACCTTGACAATTTGCCAAATGATCTTACTGT
GCCTTCATGATGCAATAA

4081 AAAAGCTAACATTTTAGCAGAAATCAGTGATTTGTGAAGAGAGCAGCCACTCTGGTTTAACT
CAGCTGTGTTAATAATTT

4161 TTAGAGTGCAATTTAGACTGCATAGGTAAATGCACTAAAGAGTTTATAGCCAAAATCACATTT
AACAATGAGAAAACACA
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4241 CAGGTAAATTTTCAGTGAACAAAATTATTTTTTTAAAGCACATAATCCCTAGTATAGTCAGAT
ATATTTATCACATAGAG

4321 CAACTAGGTTGCAAATATAGTTCAGTGACATTTCTAGAGAAACTTTTTCTACTCCCATAGGCT
CTTCAAAGCATGGAACT

4401 TTTATACAACAGAAATGTTGACAGAAATTGCTGTAGTTTAGGGTTGAAGTACTGTATGATGG
GCAGCAATCATGTATTAA

4481 CTTAGAAGGGGAAATTGAAATATAGGACCGAATTTGGTTTTATCAGTTTCCAGAGTACTGCT
GCCAACCTAGACACTGAT

4561 TTTTCAGAGTTTGAAATGTAAATTTCTTCCCGGGACTTGATTGCACATGAAGCTGGACTGCG
TTAGTCATCCTGTCCCAA

4641 AGCGCTGTGGGGGCCAGGGTGGAGGTCTCAAGGCATCCTTTATGACCTGGCCATTGGATG
TAAAAGAAAACATATTCCAT

4721 GCTGTGGTTCTTGTATCTTGTTTCATTCCTCACCATTGAAAGAGAAAGTCCATGTATTGTCTC
CAGCACATCCTTGAAAT

4801 GTTATACTGGGATGGATTACTGATGCCCATCGGTAGTTGAGCCCCAGAAGAGGGTAGTAGC
ATCTCTGCCTCAGGTGATG

4881 ATTTGTAGCTTGGCCAGAGGAGAGCGGAGTCACCAGTATATCTGTGGTCCATGTTGCTAGC
TCTGGTAAAATTAAAAATA

4961 CTGGTAAGATGTTTGTTTTATTAGTACACTAGACAGTAAGCTCTGTTTTGTTGTTTTCAAATA
ACCTATTTTCACTTTTG

5041 TTTGGGCAAAGACATTTAAATTGAAATTCAATTCTAATTTTTGTTAATTGTGGAAAGGGTAATT
AACAGTTCCTATCAGG

5121 TATTTTTAATGTGGAAAAGGACAGAAACCCAACTCCTAAAATCTTAAATTAAGGTAACAGTGC
TTTAAAAAAAAAAAATG

5201 CATGGGGCAATTAGTCGGCAACTCAATGAGTGACTAAAGTACTTTTATTTAACATCCACAAC
TTCAACTGTTAAGTTTTA

5281 TTAATTACTAAATCAGCTTTATTAAAATGTTGACATTTATTTAGCTATTTTGAATAATTATAGTG
ACTTGACGAGTGTGT

5361 ATGAGGACACAGCCAATGTAAGCCAGTGTATCCATTTTTTAGAGGTGCATTTTTTTTTAAAGA
ATTCTGTAGATAGAAGT

5441 GCTCTGAAAACAACTAAAATATGTTTATTCATGGTAGTATCAAAAAATGTTTGTACAAACCAT
CTGCTTCTCCCGGCCAG

5521 CCGAGTTCATTCTCCAGCACCGTGACCGCTGGTTCTCATGTACAGCACATATGCGGGAGAG
TTGGCAGAAAATTTGTGAA

5601 GAGATGCCGCAAAGGAAGGGTCTGTTGACGGGTGGGATTGGGGGTTTTGATGAAGTTGCT
TAGTCCTGGTTTTGTTTTGA

5681 AAATTACTGCGTTGCATTTTTGTGTTAAGTTTTTGAACCCACGTGTGTTTTGGTGGAGTATGA
GTTGGAAGTCACTGCAA

5761 ACTAGCATAAACAACAAAGCTCACAGAGTAGGCACAGATGTAGAGAACAGAGACCAAAATG
GGGTGAGGTGGCAGTAAAT

5841 CTAGGATAGGGAAAAATTAATGTGAGGGTGGGAAATAAACTGTAATTACCTGAAATCAAATG
TAAGAGTGCAATAAGTAT

5921 GCTTTTTATTCTAAGCTGTGAACGGTTTTTTTAAGAATCATTCCTTCCTAATACATTTGTGTAT
GTTCCATAGCTGATTA

6001 AAACCAGCTATATCAACATATAATGCCTTTTTATTCATGTTAATGACCAACGTAAGTGGCTAG
CCTTTATGTCTTATTTA

6081 TCTTCATGTTATGTTAGTTTACATACAGGGGTGTATGTCTCTGTGCTGTCCCCTTCTCCTGC
CTTCATTTTAAAATGCAT

6161 CCATGGGTCCTCCGTGTTTCCTTTGGCCATGCCACATATATAGACTCAGTTTGGCCTTCATG
ATATCGCCTGATTTTTGA
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6241 GGACTGTATCACAGTGATATGTATTTGTGGTAATCTCATTTGTTGGTTGTACATCTGATCCTT
TCCTCAACATGGCAATT

6321 GCTGCCTTTCCTAAGATAGGATCATACAACTGATCAGGGGATTGAATTTGATCATTCATCAA
CATGTGTCTCTGAATTTT

6401 ATTCAGTAGTTGTCATTGCTCTTTGGTTTAGACCAAGAAAAAGGAAATCCCCCCTTTTCATGT
ATTCCTTGGTTTGAGGA

6481 CATGACTCCTGTAAGGGAGAGGAAAGGGAGATGCTTCCTGTTTGAACTGCAGTGAATTCAC
GGTTCCTGTTTCACCACTC

6561 CAAACCTTATGGCGACTCACACACACATTCCTCTTTTCTGTTACTGCCAAAGGTTCGGGTTT
AGTACACTTCAGTTCCAC

6641 TCAAGCATTGAAAAGGTTCTCGTGGAGTCTGGGGCGTGCCCAGTGAAAAGATGGGGACTTT
TTAATTGTCCACAGACCTC

6721 TCTATACCTGCTTTGCAAAAATTACAATGGAGTAACTATTTTTAAAGCTTATTTTTCAATTCAT
AAAAAAGACATTTATT

6801 TTCAGTCAAATGGATGATGTCTCCCTCTTTTCCCCTATTCTCAATGTTTGCTTGAATCTTTTAT
TATTTTTTTTAATTCT

6881 CCCCCATACCCACTTCCTGATACTTTGGTTCTCTTTCCTGCTCAGGTCCCTTCATTTGTACTT
TGGAGTTTTTCTCATGT

6961 AAATTTGTATAACAGAAAATATTGTTCAGTTTGGATAGAAAGCATGGAGAATAAAAAAAGATA
GCTGAAATTCAGATTGA

7041 AGAAATTTATTTCTGTGTAAAGTTATTTAAAAACTGTATTATATAAAAGGCAAAAAAAGTTCTA
TGTACTTGATGTGAAT

7121 ATGCGAATACTGCTATAATAAAGATTGACTGCATGGAGAAGTC
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10.10. Grafico de interaccion entre miRNA-145 y transcritos diana
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Figura 26. Grafico de interaccion entre miRNA-145 y transcrito diana hexoquinasa 2.
Modificado de http://www.targetscan.org/
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Figura 27. Grafico de interaccion entre miRNA-145 y transcrito diana glutaminasa
GLS. Modificado de http://www.targetscan.org/
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10.11. Grafico de anotacién de transcritos diana y miRNAs en KEGG.
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Figura 28. Ruta de senalizacion del miRNA-145 y terapia dirigida en las dianas
moleculares en cancer de mama. Modificado de https://www.genome.jp/kega/
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Epithelial ovarian cancer
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Figura 29. Ruta de sefializacion del miRNA-145 y terapia dirigida en las dianas
moleculares en cancer epitelial ovarico. Modificado de https://www.genome.jp/kegg/
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10.12. Grafico de anotacion de rutas de metabdlicas en GO.
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Figura 30. Anotacion esquematica de la regulacién del miRNA en las rutas metabdlicas
de células tumorales. Modificado de https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/
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10.13. Grafico de anotacion de rutas metabdlicas de la glutamina y

glucosa en cancer.
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Figura 31. Anotacion de las rutas metabdlicas de la glutamina.

Modificado de KEGG y Reactome.
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Figura 32. Anotacion de las rutas metabdlicas de la glucolisis y gluconeogénesis.

Modificado de https://www.genome.jp/keqq/
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