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Abreviaturas

ARN: &cido ribonucleico

ARNNc: ARN no codificantes

sARNSs: pequefios ARNs no codificantes
miARN: micro ARNs

siARNs: pequefios ARNs interferentes
piARNs: ARN asociados a proteinas PIWI
nt: nucleétidos

ARNmM: ARN mensajero

TE: elementos transponibles

ARNt: ARN de transferencia

ARNr: ARN ribosomal

sARNt: pequefios ARNs derivados de ARNs de transferencia

SARNr: pequefios ARNs derivados de ARNs ribosomales

sARNno: pequefios ARNs derivados de ARNs nucleolares

SARNN: pequefios ARNs derivados de ARNs nucleares
ARNv: ARN vault

sARNth: mitades de ARN de transferencia (tRNAs half)
tRFs: fragmentos derivados de ARN de transferencia
TKI: inhibidores de tirosin kinasas

Px: Paciente x (x: nUmero de paciente)

TN: tejido peri tumoral sano

TT: tejido tumoral






Resumen

Los pequefios ARNs no codificantes (SARNNc) son los mayores reguladores de
la expresion génica, regulando mas del 50% de los genes que codifican proteinas.
Ademas de su rol central en la fisiologia celular, son liberados al medio extracelular
(fluidos  biologicos) en vesiculas extracelulares o unidos a complejos
ribonucleoproteicos, siendo captados e internalizados funcionalmente activos por

células adyacentes o distantes.

A nivel mundial el cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer.
En Uruguay ocupa el primer lugar en hombres y tercer lugar en mujeres de las muertes
por cancer. A pesar de los grandes esfuerzos por combatir la alta mortalidad, no existen
en la actualidad métodos que permitan una deteccidon temprana ni un seguimiento
poco invasivo de esta enfermedad. La diversidad y estabilidad de los pequefios ARN
circulantes, la especificidad por sus blancos, la facil accesibilidad de plasma o suero y el
rol central en la iniciacion y progresion del cancer, los posiciona como eventuales
candidatos a biomarcadores para diagndstico, predicciéon de respuestas terapéuticas y

como blancos terapéuticos en cancer de pulmon.

Mediante la utilizacion de tecnologias de secuenciado masivo y PCR
cuantitativa, este trabajo tiene como objetivo central el estudio de pequefios ARNs
circulantes como potenciales biomarcadores diagnosticos en cancer de pulmon.
Nuestros resultados identificaron y validaron 7 sARNs como eventuales marcadores
tisulares de cancer de pulmonar (miR-21-5p, miR100a-5p, miR-148a-3p, Glu_TTC,
Gly_GCC, GIn_CTG, His_GTG), de los cuales los fragmentos derivados de ARNt Gly_GCC
y Glu_TTC se comportaron como potenciales biomarcadores en muestras de suero de
pacientes. Estos resultados preliminares justifican la realizacion de estudios clinicos

controlados para validar su capacidad diagnéstica mediante técnicas no invasivas.



Introduccidn

1 Introduccion

1.1 Los ARN no codificantes
Si se observa en una linea de tiempo cdmo ha evolucionado el conocimiento en

biologia a nivel molecular, llama mucho la atencion como se ha complejizado el dogma
central de la biologia molecular planteado en 1958 por Francis Crick (1). En los ultimos
15 afos, el impacto del conocimiento post-genémico asociado a los grandes avances
tecnologicos han demostrado que la regulacion de la expresion génica es mucho mas
compleja de lo que se pensaba en la era pre-gendmica. En particular el analisis del
transcriptoma humano muestra que el nimero de proteinas es menor del esperado,
apenas el 1,8% del genoma codifica para ARNs que seran transcriptos a proteinas
(ARNs codificantes), y que mas del 60% del genoma codifica para ARNs que no son

traducidos a proteinas, ARNs no codificantes (ARNNc) (Figura 1) (2).
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E.coli  S.cerevisiae C.elegans D.melanog. M. musculus H.sapiens

TRENDS in Genefics
[l Transcribed and translated

D Transcribed but not translated
[] Predicted to be transcribed
. No evidence for transcription

Figura 1. En esta figura se muestran los porcentajes de genes que son transcriptos y traducidos junto con
los que son transcriptos y no traducidos en diferentes especies. Mostrando que a medida que se
complejiza el organismo aumenta el porcentaje de transcriptos no traducidos. Tomado de referencia (3).
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A estos ARNnc se los reconocié rapidamente como ARN reguladores, con
participacion activa en la regulacion de la expresién génica a nivel transcripcional y
pos-transcripcional (2,3). Inicialmente se los clasificé segun su longitud, identificandose
varias categorias: pequenios ARNs de 18-40pb (sARNSs) (4), ARNs largos mayores de
200pb (long non-coding ARNSs) (5,6), ARNs de 500pb y hasta de 108kb (7).

El primer sARN descripto fue el microARN /in-4, identificado por primera vez en
Ceanorhabditis elegans, en 1993 (8). En 1998 A. Fire y C. Mello describen el mecanismo
por interferencia mediado por pequefios ARNs (9), lo que les vali el premio Nobel de
Medicina en 2006. A partir de estos hallazgos se los ha encontrado en casi toda la
escala evolutiva, lo cual muestra otra evidencia de la relevancia bioldgica y el rol central
que cumplen estos sARNs en la regulacion de la expresion génica y otros procesos

celulares (10).

1.1.1 Pequeiios ARNs no codificantes
Los pequefios ARNnc (sARNs, del inglés, small RNAs) son considerados

reguladores mayores de la expresion génica a nivel transcripcional y postranscripcional,
capaces de regular mas del 50% de los genes (11). Se definen por su tamafio entre 18y
40 nucledtidos, y por su asociacion a proteinas de la familia Argonautas (AGO/PIWI)
(12). El mecanismo de accion general de los sARNSs, es a través de la unién a complejos
proteicos e interactuando con sus blancos mayoritariamente por complementariedad
total o parcial de bases. Los mecanismos efectores de estas interacciones dependeran
del tipo de interaccién y podran segun el caso, inhibir la traduccién, degradar el ARN
mensajero  (ARNm) (13), promover la formacion de heterocromatina, inducir

modificaciones epigenéticas y re-arreglos cromosémicos (14,15).

Las alteraciones del perfil de expresién de sARNs conducen a una disfuncién
celular, provocando cambios que estan en la base de multiples procesos patolégicos
como el cancer, enfermedades neurologicas, metabdlicas o cardiovasculares, entre
otras (16,17). El efecto de muchos sARNs en procesos como la transformacién maligna

ha llevado a catalogarlos como nuevos oncogenes o supresores tumorales (17,18).

Tomando en cuenta el origen de su biogénesis, el tipo de proteinas asociadas y

su mecanismo de accion, los sARNs son clasicamente clasificados en tres grandes
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familias: micro ARNs (miARNs), pequefios ARN interferentes (siARN) y ARNs asociados
a proteinas piwi (piARNs) (Figura 2). Con la incorporacion reciente de técnicas de
secuenciacion masiva han surgido nuevas clasificaciones en las cuales se han
incorporado nuevas clases o categorias de sARNs. Estas nuevas clases se retomaran

mas adelante como sARNs emergentes.

1.1.1.1 siARNs, piARNs y miARNs

Los siARN son fragmentos de 21-25 nucledtidos (nt) aproximadamente. Los
primeros reportes del silenciamiento génico por interferencia fueron en 1990 en
plantas (19) y luego en C elegans en 1998 (9). Derivan de largos fragmentos de ARN
doble hebra endogenos (endo-siARNs) o exdgenos (exo-siARNs) y son dependientes

en su biogénesis de la endoribonucleasa tipo III “Dicer” (13).

Los fragmentos de ARN doble hebra procesados por la endoribonucleasa
“Dicer” generan fragmentos doble hebra de 22nt con extremos caracteristicos, un
extremo 5" fosfato y 2 nucledtidos 3’, sobresalientes en los extremos del ARN doble
hebra (20). En cuanto a Dicer, en mamiferos y en C. elegans se ha identificado una
Unica proteina, la cual también participa en el clivaje de los miARNs. Sin embargo, en
Drosophila se conocen dos, una para los miARNs y otra para la produccién de siARN
(21). Una de las hebras de este fragmento de 22nt, generado por Dicer servira como
guia y sera incorporado o “cargado” en el complejo multiproteico RISC (del inglés,
RNA-induced silencing complex) que mediante la interaccion con una proteina
Argonauta actuara como molécula efectora del complejo ribonucleoproteico (13,21). Si
bien el RISC esta compuesto por mas de 15 proteinas, el ARN guia y las proteinas de la
familia Argonauta son los principales actores en este complejo (22). En humanos vy
Drosophila la proteina Argonauta 2 (Ago 2), es la responsable de la degradacion del
ARNmM blanco. En este caso el sARN permanece unido al complejo RISC permitiendo
realizar multiples rondas de corte de ARNm (23,24). En algunos eucariotas como
plantas y nematodos la formacion de ARN doble hebra requiere de proteinas ARN
polimerasas dependientes de ARN (RdRP). Las RdRP son capaces de replicar el ARN
teniendo como matriz una mono hebra de ARN complementario generando
transcriptos doble hebra que luego seran procesados por Dicer en la biosintesis de

sIARNSs (21).
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Los siARN participan en la regulacién de la expresién génica al igual que los
miARN; sin embargo también estan implicados en el silenciamiento de genes repetidos,
de transposones y procesamiento de virus como mecanismo de defensa del genoma

(13,27).

Los miARNs son fragmentos enddgenos de 21-23nt y actualmente hay mas de
2500 miARNs humanos catalogados en la version 21 de la base de datos de referencia

miRbase (http://www.mirbase.org/). Su principal funcién es la regulacién de la

expresidon génica a nivel pos transcripcional uniéndose por complementariedad de
bases a los ARNm blanco. Dependiendo del grado de complementariedad a sitios de
uniéon en la regién 3'UTR del ARNm los miARNs son capaces de inhibir la traduccion
(complementariedad imperfecta), o bien la degradacion del ARNm a nivel co-
traduccional (complementariedad perfecta) (25,26). Ademas también participan en
procesos de control epigenético a través de la regulacion de la metilacion del ADN, la

modificacién de histonas y el remodelado de la cromatina (27-29).

Debido a que los miARNs son transcriptos por la ARN polimerasa II, los
transcriptos tienen cola poliadenilada en el extremo 3’ (cola poli-A) y una caperuza en
el 5' (30,31). En ocasiones, los genes de los miARNs suelen ubicarse préximos unos de
otros generandose transcriptos policistronicos (10). De acuerdo a la region del genoma
donde se ubican estos genes se los agrupa en diferentes categorias: miARN intrénicos
(suelen presentar el mismo patron de expresion que el gen en el que reside), en exones
de genes no codificantes y en intrones de genes codificantes (10). Aproximadamente el
40% de los miARN en animales estan localizados en regiones intrénicas mientras que el

10% se localiza en regiones exonicas no codificantes (10).

La transcripcidon candnica o mas “directa” es la generacién de un transcripto
primario denominado o bien pri-miARN que forma estructuras caracteristicas en forma
de horquilla o bien stem-loop. Esta estructura es reconocida por la RNasa III,
denominada microprocesador o Drosha y un co-factor de Drosha que reconoce ARN
doble hebra DGCR8 (del inglés, Di George Critical Region 8 (32). Los productos de

corte son denominados pre-miARN y tienen aproximadamente 70nt. El pre-miARN
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también adopta una forma de horquilla que se unird a la exportina-V para ser

exportados al citoplasma (33,34).

Otro mecanismo interesante es la generaciéon de los mirtrons, los cuales son
procesados juntos con el ARNm que los contiene, por el microprocesador o por el
propio espliceosoma. Existen reportes donde se describe que otro grupo de sARNs son

procesados por este mecanismo (35).

Una vez en el citoplasma el pre-miARN es reconocido y procesado por Dicer,
generando un duplex de 22nt ARN. Dicer puede actuar sola o unida a proteinas
"partners”. En la mayoria de los mamiferos se le conocen dos proteinas "“partner’: TRBP
(del inglés, transactivation-response RNA-binding protein) y PACT (del inglés, protein
kinase R-activating protein) (25). Continuando con la sintesis, una de las hebras del
ARN duplex se une a la proteina Argonauta (Ago 2 en humanos) mientras que la otra
hebra es degradada ("hebra pasajera”). Ago 2 forma parte del complejo miRNP, que es
el minimo complejo activo, el cual puede estar formando parte del complejo RISC (el
mismo que participa en el procesamiento de los siARNs) (25). El complejo
ribonucleoproteico es guiado hacia el ARNm blanco, donde interaccionara por
complementariedad de bases con el miARN. En este caso la especificidad esta dada por
6 bases del miARN ubicados en extremo 5', denominada también “regién semilla”.
Frecuentemente estas regiones se unen a la regién 3'UTR del ARNm blanco,
disminuyendo la expresion del ARNm. Este mecanismo tiene el potencial de regular
mas del 50% de los genes (25,33). Otros mecanismos por los cuales actian los miARNs
son: deadenilacién de la cola poli-A (induce degradacion del ARNm), que sitda el
complejo en el 5'UTR, inhibe el inicio de la traduccion, degrada el péptido en formacién
y recluta los mensajeros en cuerpos de inclusion o p-bodies para almacenamiento

temporal o degradacion (25).

En los ultimos afios, en diversos organismos como mamiferos, Drosophila y
plantas se describieron diferentes estructuras citoplasmaticas que presentan miARN vy
proteinas de unién a ARNm (proteinas argonautas), que incluyen cuerpos P, GW y
granulos de estrés. Si bien se conocen como granulos para la degradacion, también se

ha propuesto como un mecanismo de almacenamiento de ARNm para una eventual

10



Introduccidn

respuesta rapida o como reserva en situaciones de estrés, por ejemplo, un contexto

tumoral (23,25,26,36,37).

La otra clase de sARNs son los piARNSs; fue la Ultima clase de sARNs identificada
dentro de las tres clasicas. Son fragmentos endégenos de aproximadamente 21-30nt,
siendo los mas largos de los SARNs. Se distinguen de los miARN y los siARN en que son
procesados de manera independiente de Dicer y se unen especificamente a la
subfamilia de Argonautas, PIWL Los piARNs derivan de elementos gendmicos
repetitivos, piARNSs clusters'y su principal funcidn es el silenciamiento de los elementos
transponibles (TE) en la linea germinal, siendo imprescindibles para el correcto
desarrollo de las génadas y las células madre. Por otra parte, la presencia de los piARN

esta restringida a algunos organismos pluricelulares (28).

La via que presentan los piARNs para discriminar a los elementos transponibles
de los genes que codifican proteinas normales es perfectamente regulada y especifica,
y su regulacién es principalmente a nivel de la cromatina (38). Durante su sintesis los
piARN se asocian con proteinas PIWI en el citoplasma aunque también se ha reportado
que algunas PIWI son translocadas al nucleo actuando a nivel transcripcional e
induciendo la formacién de heterocromatina. La via de sintesis de los piARN se la
puede dividir en dos partes. La primera esta totalmente caracterizada, es un proceso en
el cual se genera un pool de piARN primarios que marcan multiples TE, de manera
independiente de Dicer. Luego, en una segunda etapa, los piARN primarios (sin Uridina)
se unen a la PIWI y a AUB (Aubergine) y los piARNs son amplificados en un ciclo

dependiente de proteinas argonautas, denominado “piARN ping-pong” (28,38).

11
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Figura 2. Esquema de las vias clasicas de sARNs. Tomado de referencia (38).

1.1.2 Pequeinos ARNs emergentes.
Ademas de los ARNnc conocidos (ARNt, ARNr, ARNno, ARNn, sARNSs) el uso de

tecnologias de secuenciado masivo ha revelado la presencia de otras clases de sARNs
las cuales no son sintetizadas por las vias clasicas o candnicas. Dentro de estas nuevas
clases se distinguen fragmentos derivados de ARN de transferencia (sSARNt), de ARNs
nucleolares (SARNno), ARNs ribosomales (SARNr), ARNs nucleares (SARNnN) y vault ARNs
(ARNVv) (12,39).

En los ultimos afios, nuestro laboratorio ha estado trabajando en el estudio de
estos nuevos sARNs emergentes, en particular, en los fragmentos derivados de ARNt
(sARNt). Hemos reportado la presencia de sARNt en diferentes organismos a nivel
celular y extracelular (36,40). Simultaneamente, comenzaron a aparecer reportes que
describen sus potenciales funciones y algunas de las vias y componentes de sus rutas
biosintéticas. Actualmente, casi no existen dudas de que los precursores de los SARNt

son ARNt maduros, que comienzan a ser procesados en el nicleo por la RNasaZ y la

12
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RNasaP (41). Se distinguen dos grupos principales de sARNt, las mitades de ARNt (del
inglés, tRNAs halves) y fragmentos derivados de ARNt (de inglés, tRFs) (39).

1.1.2.1 tRFs
Los tRFs se clasificaron en tRF-1, tRF-3 y tRF-5 en funcién del segmento del

transcripto de tRNA del cual derivan (Figura 3) (42). Los tRF-3 y tRF-5 son fragmentos
de 13-22 nt, generados por clivaje del ARNt maduro a nivel del loop-D y loop-T
respectivamente. El procesamiento en gran proporcion es dependiente de Dicer (39,43),
aunque se observan excepciones en la generacion de los tRF-3 (44). En otros trabajos
mas recientes se postula a la Angiogenina como otra ribonucleasa, generadora de tRF-
3 (43). Simultdneamente, se ha reportado en diferentes especies la unién de los tRFs a
proteinas Argonautas (AGO 1-4) sugiriendo una alta conservacion de estos ARNs a lo
largo de la escala evolutiva con una relevancia biologica aun no elucidada ni valorada
(43). Por ultimo, los tRF-1, corresponden a los trailers 3" de los ARNt, los cuales tienen
un repetido de Uridinas en el extremo 3, como consecuencia de la terminacion de la
polimerasa III en la transcripcion. La proteina implicada en la generacidén de estos
fragmentos es la endonucleasa tRNasaZ en el ndcleo (42). El sitio de clivaje en el
extremo 5’ varia, por lo que se supone que alguna otra proteina, aun no identificada,

también estaria actuando (39).

La asociacion de los tRFs con proteinas que participan en las vias candnicas de
sARNs (Dicer y Argonautas) y la semejanza en el tamafio sugieren la participacién de
los tRFs en vias de silenciamiento génico a nivel pos transcripcional semejantes a los
planteados para los siARN/miARN. Otro ejemplo de la funcionalidad de los tRFs es la
participacion en vias de contencién de virus, que se unen al ARN viral inhibiendo su
amplificacion (43). Por el contrario, se ha demostrado la participacion del tRF-1, lo cual

ha aumentado la proliferacion celular, en lineas celulares de cancer de prostata (42).

1.1.2.2 Mitades de ARNt (“tRNA halves”)
Las mitades de ARNt son fragmentos que varian entre 30-35nt provenientes de

ARNt maduros que son clivados a nivel o adyacente al anticodon (Figura 3). También
son nombrados tiRNAs (del inglés, stress-induced tRNA-derived fragment) ya que son
procesados por la ribonucleasa Angiogenina, la cual es activada y secretada bajo

condiciones de estrés fisicoquimico o biologico (12). La activacion de esta nucleasa en
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esta via bajo condiciones de estrés desencadena la inhibicion de la traduccién vy la
formacion de granulos de estrés a través de la interaccién con la proteina de union a
ADN y ARN YB-1 (del inglés, Y-box binding protein) (45). En cuanto a la regulacion del
procesamiento de estos fragmentos se sabe que la angiogenina esta regulada por la
RNH1 (del inglés, Ribonuclease/angiogenin inhibitor 1) (46). A su vez existe una
regulacion independiente de angiogenina que depende de las proteinas Dnmt2 (del
inglés, DNA methyltransferase 2) y NSun2 (del inglés, NOP2/Sun RNA
methyltransferase 2) que modifican los ARNt mediante metilacion para no ser clivados

por la angiogenina durante situaciones de estrés (45).

Ademas de las vias de regulacion mencionadas, recientemente se han descripto
otras formas de regulacidén bajo ciertas condiciones patologicas. Un ejemplo es la
descripcién de los “SHOT-RNAs” (del inglés, sex hormone- dependent tRNA derived
RNAGS). Estos son mitades de ARNt que son inducidas por hormonas sexuales y tienen
un rol central en las respuestas proliferativas de tumores de mama y prostata
hormono-dependientes (45). Otro ejemplo es la participacion de sARNt como

moléculas de sefalizacion inmunoldgicas propuesto por Dhabbi et al. (47).
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Figura 3. Esquema de las vias no canénicas que involucran a los sARNt (39).

Existe suficiente evidencia para pensar que la presencia de los fragmentos

derivados de ARNt no es un proceso al azar o un producto de degradacién (12,39):

- Los niveles de ARNt durante situaciones de estrés no se ven afectados mientras
que si se ven aumentados los SARNLt.

- Hay secuencias especificas donde se da el clivaje en los ARNt maduros ya
procesados.

- Las cantidades de cada sARNt (tRFs o mitades de ARNt) en una célula no se
ven reflejados en la abundancia relativa de cada ARNt maduro.

- Depende del tipo celular la abundancia relativa de cada fragmento.

- Se asocian a proteinas Argonautas y se conocen funciones asociadas a estos

fragmentos.
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La heterogeneidad de sARNs entre los diferentes organismos dificulta el
entendimiento de su rol, ya que muchos de estos carecen de alguna/s proteina/s
implicada/s en estas vias. Sin embargo, es interesante resaltar que estos sARNs
derivados de ARNt presentes en diferentes organismos, cumplen funciones comunes,
como la regulacién de la expresion génica. Esto ha llevado a diferentes autores a
proponer que esta via de sARNs representa un mecanismo ancestral de la regulacién

génica que se ha conservado y ha evolucionado hacia miARNs (39).

1.2 ARNSs circulantes

La descripcion de la presencia de ADN libre en la circulacién sanguinea en 1948
por Mandel y Matteis (48), constituye el primer reporte formal de acidos nucleicos
circulantes en fluidos bioldgicos. Posteriormente, se demostré que un aumento de los
mismos en circulacion se asocia fuertemente con la carga tumoral en pacientes con
cancer. Actualmente, el ADN circulante es una fuente invalorable en analisis prenatales
a partir de sangre materna (49,50). En cuanto a los ARNSs circulantes, la presencia de
ribonucleasas en fluidos biologicos y sobretodo en sangre hizo dudar mucho tiempo
de su presencia. Actualmente, sabemos que moléculas intactas de ARNm, miARNs y
otros sARNs reguladores son secretados activamente al espacio extracelular por
diversos tipos celulares, siendo detectables en diversos fluidos corporales como suero,
plasma, orina, saliva, fluido linfatico, leche materna, entre otros. Estos ARNs son
vehiculizados y protegidos de las ribonucleasas unidos a complejos
ribonucleoproteicos (51,52), o en estructuras microvesiculares (“vesiculas circulantes”)

como cuerpos apoptoticos, exosomas y ectosomas (53,54).

Simultaneamente, se ha demostrado la transferencia horizontal de ADN y ARN
funcional entre células, lo cual es hoy concebido como un nuevo mecanismo de
comunicacién intercelular, capaz de inducir cambios significativos en las células
receptoras (55-57). Esto es relevante para la homeostasis y fisiologia tanto en

condiciones normales como patoldgicas, entre ellas en cancer (53,58,59).

Los exosomas son las vesiculas circulantes mejor caracterizadas y su composicion
refleja el origen celular, el estado de la célula y el rol que puede llegar a cumplir en su

célula blanco. Son vesiculas con doble membrana lipidica, de entre 30-100nm de

16



Introduccién |

diametro y poseen una densidad entre 1,10-1,21 g/ml (60). Son sintetizados a través de
la via endosomal (endosomas tardios) en los cuerpos multivesiculares, MVB (del inglés,
multivesicular bodjes), los cuales se fusionaran luego con la membrana plasmatica,
liberando los exosomas al medio extracelular. La formacién de vesiculas intraluminales
es el comienzo de la formacidon de exosomas. Dos pasos claves parecen guiar el
proceso. En el primero, se organiza la membrana endosomal, enriqueciéndose con
tetraspaninas (principalmente con CD9 y CD63). A continuacion, es reclutado el
complejo ESCRT (del inglés, endosomal sorting complex required for transport), el cual

parece ser clave en la via de sintesis y en el contenido de los exosomas (60).

Si bien los exosomas tienen un perfil proteico similar al de la membrana
plasmatica, también poseen proteinas propias de exosomas que sirven como
marcadores especificos. Por ejemplo: ALIX, CD63, CD81, CD9, LAMP1 y HSP70 (61,62).
La interaccién entre la célula blanco y los exosomas se da a través del reconocimiento
de proteinas de la membrana del exosoma con receptores en la membrana plasmatica,
y activa asi vias de sefalizacién en la célula blanco. Otra forma de interaccion es
mediante la fusion del exosoma con la célula blanco, que libera el contenido en el

citoplasma (61).

Las células tumorales tienen aumentada constitutivamente la generacion y
secrecion de vesiculas extracelulares que, por distintos mecanismos, promueven la
progresion tumoral favoreciendo la proliferacion celular, la angiogénesis, la migracién
celular y la generacion de metastasis e inhibicion de mecanismos de respuestas
inmunoldgicas (54). Se han descripto ARNm, ARNr y sARNs como parte del contenido
exosomal. Este material génico es transferido horizontalmente a otras células y son
totalmente funcionales, induciendo cambios fenotipicos en la célula receptora (56,63).
Un claro ejemplo lo aporta Peinado et al. (2012), demostrando como los exosomas de
melanoma son capaces de preparar el nicho metastasico en ciertos érganos, como el
pulmén, a través de la expresion de ciertas moléculas de adhesion y quimioquinas
asociadas al reclutamiento de células progenitoras vasculares derivadas de médula

Osea, que facilitan el proceso metastasico (63).

17



Introduccién |

Los ectosomas o microvesiculas son vesiculas circulantes menos caracterizadas
de 100-500nm liberadas por gemacién directa de la membrana plasmatica de las
células. Se forman mediante el ensamble de complejos proteicos y lipidos reclutados
especificamente en la membrana plasmatica. Este complejo recluta lipidos y proteinas
especificas de ectosomas tanto para la superficie como para el interior vesicular. Si bien
aun no se conocen todos los mecanismos moleculares que guian este proceso, se sabe
que proteinas como ESCRT juegan un rol fundamental en el reclutamiento de
proteinas, formacion y liberacién de las microvesiculas. A su vez aparecen moléculas
comunes a los exosomas, como proteinas, y varios tipos de acidos nucleicos, como

ARNm, sARN y IncARN (64).

Sin embargo, la contribucion de los tejidos periféricos a la poblacion de vesiculas
circulantes (exosomas/microvesiculas) se ve afectada por la alta proporcién de vesiculas
aportadas por muchas de las células sanguineas, como aquellas derivadas de plaquetas
y cuerpos apoptéticos. Esto hace muy dificultoso poder identificar en plasma las

pequeias proporciones de este tipo de vesiculas (exosomas/microvesiculas).

Recientemente se demostrd que los sARNSs circulantes reportados previamente en
vesiculas extracelulares representan una pequefa proporcion del total circulante. La
mayor fraccion de los sARNs esta asociada a proteinas como la Argonauta 2 (AGO2)
(51,65), a lipoproteinas de alta densidad (HDL) y a proteinas nucleares como la
nucleofosmina-1 libres de vesiculas (52). Estas proteinas circulantes se han propuesto
como vehiculos para internalizar los ARNs unidos en las células blanco (66). A esta
fraccion formada por complejos proteicos unidos a ARNs la denominamos fraccion
ribonucleoproteica o no vesicular. Inicialmente, se describieron miARNs asociados a
estos complejos, pero actualmente se sabe que la mayor parte de los sARNs
circulantes, tanto en sobrenadante de cultivo como en plasma, son mitades de ARNt y

derivados de YARNSs (36,40,67,68).
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Figura 4. Esquema de secrecion de ARNs. Fraccién exosomal, microvesicular y complejos
ribonucleoproteicos. Extraido y modificado de (69)

Actualmente, el campo de sARNs circulantes esta en expansion lo cual es una
gran promesa sobretodo en el area biomédica, ya que no solo denota un mecanismo
mas de comunicacion entre las células, sino que también los posiciona como grandes

candidatos a biomarcadores.

Existe una expresion tejido especifica de los sSARNs y cambios en los niveles de
ARN circulantes se han asociado con la carga tumoral y la progresién del cancer
(70,71). Estos acidos nucleicos circulantes actian como “"hormonas” o “mensajeros”,
teniendo el potencial de influenciar la homeostasis normal e incidir en aspectos de la
iniciacion y progresion del cancer, como la invasion y la metastasis (58,63). Desde el
punto de vista médico y su aplicabilidad en la clinica, estos ARNs circulantes tienen
como ventaja que pueden ser utilizados como biomarcadores para diagndstico,
seguimiento evolutivo y monitoreo terapéutico. Ofrecen la posibilidad de utilizar
técnicas menos invasivas, facilmente accesibles y de menor costo como fuente de

biomarcadores diagnosticos y pronosticos.

1.3 Cancer
El cancer constituye un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un

crecimiento desregulado de las células que componen los diferentes tejidos del

organismo, las cuales adquieren la capacidad de modificar el tejido de origen y de
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propagarse invadiendo nuevos tejidos, tanto a nivel regional como a distancia. Las
células afectadas presentan una acumulacién de mutaciones en genes claves
denominados genes supresores tumorales y oncogenes. En el proceso de
transformacién maligna las células adquieren una o mas caracteristicas conocidas como
los "hallmark” del cancer (figura 5). Estos son: el aumento en las sefiales proliferativas,
no responden a las sefales anti proliferativas, evaden la apoptosis, se replican
indefinidamente, inducen la angiogénesis, adquieren la capacidad de invadir los tejidos
y de hacer metastasis. Ademas, estas células presentan un aumento de la inestabilidad
genomica, viéndose afectada la tasa mutacional, la activacibn de nuevas vias
metabdlicas, la evasion del sistema inmune y la generacién de inflamacion crénica local

(72).
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Figura 5. Hallmark del cancer (Izquierdo). Nuevos hallmark propuestos por los mismos autores 10 afios
después (Derecho) (72).

Menos del 10% de los casos de cancer presentan mutaciones heredadas en la
linea germinal, y la mayoria de los casos son causados por mutaciones adquiridas
(somaticas) a lo largo de la vida (cancer esporadico), ya sean mutaciones espontaneas o
causadas por agentes carcinogénicos ambientales (sustancias toxicas, exposicion UV

entre otros) (73).

En cuanto a la biologia molecular de los tumores, estos presentan un perfil
mutacional propio, constituido inicialmente por una poblacion homogénea de células

tumorales. Debido a la alta inestabilidad gendmica y la alta proliferacién, durante el
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desarrollo del tumor se generan nuevas subpoblaciones que generan mdultiples y
variados fenotipos. A su vez, dentro de un mismo tumor se ha identificado una
poblacion denominada “cancer stem cells" (CSC), la cual se distingue por presentar
caracteristicas de células pluripotentes y tener la capacidad de generar nuevos tumores
cuando se inoculan en otros organismos (72). La inestabilidad gendmica en estas
poblaciones celulares modifica constantemente el perfil molecular de los tumores, lo
cual constituye una de las razones en la generacién de resistencia a los tratamientos y
estimulando a que las terapias sean cada vez mas dirigidas, es decir, con blancos
moleculares especificos en cada tejido y para cada tumor. Actualmente existe un
amplio nimero de mutaciones descriptas, asociadas a distintos tipos de tumores,
principalmente en genes oncogénicos y supresores tumorales (74).

Tabla 1. Vias asociadas a carcinogénesis por mutaciones en genes supresores
tumorales y oncogenes. Adaptado de (74).

Supresores tumorales

Inhibidores de las vias sefializadoras mitégenas (APC, PTEN)
Inhibidores de la progresion del ciclo celular (RB, CDKN2A)
Inhibidores de programas de metabolismo y angiogenia (VHL, STK11)
Inhibidores de la invasion y metéastasis (CDH1)

Potenciadores de la estabilidad genémica (TP53)

Factores de reparacion del ADN (BRCA1, BRCA2)

Oncogenes

Factores de crecimiento (TGF-a, HGF)

Receptores de factores de crecimiento (EGFR, HER, ALK, RET)

Proteinas que participan en transduccién de sefales (GTP, KRAS, BRAF, NOTCH1)
Proteinas reguladoras nucleares (MYC, NMYC)

Reguladores del ciclo celular (CCND1, CDK4)

1.3.1 Cancer de pulmoén

Segun los ultimos registros de la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer de
pulmdn es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial y es uno de los
canceres con menor tasa de sobrevida con un 6% a los 5 afios (75). En Uruguay, los

datos reportados por la Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer hasta 2013,
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indican que la tasa de incidencia de cancer de pulmdn cada 100.000 habitantes es de
47,9 en hombres y 10,7 en mujeres, ocupando el primer y tercer lugar respectivamente
de las muertes por cancer (76). Este tipo de cancer se da frecuentemente entre los 40 y

los 70 anos.

La mayor parte de los casos de cancer de pulmén se debe a la exposiciéon a
diversos carcindgenos. En este sentido, el 80% de los carcinomas se presenta en
pacientes con una larga historia de tabaquismo. Otras sustancias reconocidas como
carcindgenas se encuentran en el ambiente (radiacion, esmog) o en industrias donde
sustancias como amianto, arsénico, cromo, uranio o niquel son los principales

carcinégenos (73).

El 90-95% de los tumores pulmonares son carcinomas y se clasifican
histolégicamente segun sus caracteristicas clinicas y moleculares. Se dividen en cuatro
categorias principales: adenocarcinoma (38%), carcinoma epidermoide (20%),
carcinoma de células pequefas (14%), carcinomas de células grandes (3%) y otros

(25%) (73).

Los adenocarcinomas son los carcinomas mas frecuentes, y la mayoria de los
pacientes son fumadores. Presentan mutaciones con ganancia de funcion en genes que
afectan las vias de sefalizacion de receptores de factores de crecimiento. Entre estos
estan EGFR, ALK, ROS, MET y RET, todos receptores con dominios tirosin quinasas.

También aparece mutado con alta frecuencia el gen KRAS (73).

Segun su extension anatomica en el momento del diagndstico los tumores son
estadificados utilizando el criterio TNM (T: de tamafo del tumor, N: de nédulos y M: de
metastasis), detallado en la tabla 2. Este criterio es la base de inclusiéon de diferentes
protocolos terapéuticos adaptados al grado de extension loco-regional o a distancia y

también permite establecer un prondstico evolutivo.
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Tabla 2. Sistema de estadificacién internacional del cancer de pulmén. Adaptado de (73)

Estadificacion TNM (T: tumor, N: nddulos, M: metastasis).

T1 Tumor <3cm, sin afectacion de la plura o del bronquio principal (T1a, T1b).
T2 Tumor 3-7cm, o afectacion del bronquio principal

T3 Tumor >7cm,

T4 Cualquier tumor con invasién del mediastino, del corazén, de los grande vasos,
de la traquea, etc.

NO Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

N1 Afectacion ganglionar hiliar o peribronquial homolateral.

N2 Metéstasis en ganglios linfaticos mediastinicos o subcarinales homolaterales

N3 Metastasis a ganglios linfaticos mediastinicos o hiliares contralaterales.

MO Sin metastasis a distancia.
M1 Metastasis a distancia (M1a, M1b)
Estadificacion

Estadio IA T1a, T1b NO MO
Estadio IB T2a NO MO
. T2b NO MO
Estadio lIA T1a, T1b, T2a N1 MO
. T2b N1 MO
Estadio IIB T3 NO MO
T1, T2 N2 MO
Estadio IIIA T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
. Cualquier T N3 MO
Estadio IIIB T4 N2, N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1a, M1b

Actualmente la mejor forma de combatir el cancer sigue siendo la prevencion
primaria o deteccién precoz. Se identifican dos factores claves que explican la alta
mortalidad de esta neoplasia: la deteccion en estadios avanzados de la enfermedad y
una amplia heterogeneidad histolégica y molecular de los tumores. En los Ultimos afios
se han realizado grandes esfuerzos por revertir esta situaciéon, enfocandose en la
busqueda de nuevos biomarcadores que permitan una deteccién mas temprana y la

identificacion de nuevos blancos terapéuticos y de respuesta a los tratamientos.

Multiples mutaciones somaticas se asocian a la transformacion maligna en
cancer de pulmon, pérdida de heterocigosidad, translocaciones, deleciones vy
mutaciones puntuales. Tales mutaciones son utilizadas como marcadores para la

clasificacién histoldgica; para el prondstico y seguimiento de la enfermedad y para la
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eleccidon de terapias especificas (77). Conocer el perfil mutacional de cada tumor se ha
convertido en uno de los puntos centrales en el diagndstico de cancer de pulmoén
debido a que actualmente existen terapias disefiadas para tratar tumores con perfiles
mutacionales especificos, al punto que pueden ser efectivas para determinada

mutacion y no responder con otra (78).

Un claro ejemplo son las terapias que utilizan como estrategia la inhibicion de
proteinas con dominios tirosin quinasas, las cuales participan en vias de proliferacién,
sobrevida y diferenciacion celular. KRAS, EGFR y ALK, son proteinas claves para las
terapias contra dominios tirosin quinasas (TKI) (78,79). Un 30% de los adenocarcinomas
presentan mutaciones en KRAS, las cuales son resistentes a los tratamientos con TK;
mientras otro 25-30% presenta mutaciones en los exones 18 al 21 de EGFR y puede
predecir resistencia o una buena respuesta, dependiendo de la mutacién. De los
pacientes que son tratados con TKI contra EGFR y que reincide el tumor, un 50%
presenta mutaciones con resistencia en KRAS, mostrando una gran inestabilidad
genomica en el tumor. Por otro lado, de aquellos pacientes con adenocarcinoma que
no tienen mutaciones en KRAS ni EGFR, un 3-5% presentan la translocacion EML4/ALK
(78,79). Ademas de las terapias contra dominios tirosin quinasas, se ha reconocido una
amplia gama de genes que participan en vias de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de las células que podrian ser potenciales blancos terapéuticos o

marcadores de respuesta a terapias especificas.

Por otra parte, los sARNs, mencionados en la seccion 1.1.1, presentan una
expresion tejido especifica y cambios en los perfiles de expresion entre células
normales y tumorales han sido reportados en diversos tumores hace mas de 10 afios
(16). La disminucion en la expresion del miARN let-7 en el tumor se observa en el 60%
de los casos de cancer de pulmoén y se asocia a un mal prondstico, debido a que
normalmente actua como supresor tumoral de varios oncogenes como KRAS, NRAS y
HMGA2. A su vez miARNs como miR-34, miR-486 y miR-146a, cuya expresion también
se ve disminuida, son predictores de un mal pronostico. En sentido contrario, miR-21
cuyo mensajero blanco es PTEN, aparece sobre expresado en varios tumores sélidos,

también asociado a un mal pronéstico (80).
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Durante los ultimos 5 afios, una serie de reportes sugieren un gran potencial de
los ARNs circulantes como nuevos marcadores en el diagndstico y despistaje precoz del
cancer, como indicadores pronostico-evolutivos y en el monitoreo de la eficacia
terapéutica de las drogas antineoplasicas (63,71). Los transcritos de ARNm de genes
vinculados con el proceso maligno han sido detectados en plasma o suero de pacientes
con cancer de mama (81). En estos casos, los niveles de ARNm de CCND1 (Ciclina D1)
identifican a aquellos pacientes con diferente sobrevida global y con diferente
respuesta terapéutica a la quimioterapia (82). Adicionalmente, los niveles de transcritos
circulantes de TERT (del inglés, telomerase reverse transcriptase) y del receptor del
factor de crecimiento epidérmico en pacientes con cancer de pulmén se
correlacionaron con el tamafio del tumor, la presencia de metéastasis y mal prondstico
(83). Por otra parte, el miR-122 ha sido propuesto como un blanco terapéutico en el
tratamiento de hepatitis C ya que es utilizado como cebador por el virus HCV para
replicar su genoma. Actualmente el farmaco anti-miR-122 (Miravirsen) se encuentra en

fase II de ensayos clinicos (84).

Existen varios marcadores proteicos circulantes en la rutina oncoldgica, pero su
numero y utilidad clinica es limitada (70,85). Los acidos nucleicos circulantes permitirian
una “biopsia liquida” de facil acceso a lo largo de toda la evolucion aun cuando ya se
haya resecado el tumor o no se detecte la presencia de metastasis o recidivas del
tumor. Debido a que su costo es bajo, el procedimiento es minimamente invasivo y a
que tiene gran potencial diagndstico, es indudable que es ventajoso profundizar en el

analisis de su capacidad diagnostica.
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2 Hipétesis y Objetivos
Hipotesis:

sARNs diferencialmente expresados por adenocarcinomas pulmonares, podrian ser
detectables en sangre periférica y comportarse como potenciales biomarcadores de

cancer de pulmon.
Objetivos:

- Identificar sARNs diferencialmente expresados entre tejido tumoral y peri
tumoral sano de pacientes con adenocarcinoma pulmonar mediante
tecnologias de secuenciado profundo.

- Validacion de los candidatos seleccionados por PCR cuantitativa en los tejidos
secuenciados.

- Puesta a punto de RT-gPCR a partir de ARN de suero/plasma y deteccién de
candidatos.

- Aproximacion al estudio de la fraccion exosomal plasmatica como fuente de

biomarcadores.
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3 Materiales y métodos

3.1 Voluntarios sanos y pacientes.
En el presente estudio se incluyeron 3 pacientes con diagndstico de

adenocarcinoma pulmonar localmente avanzado (Estadio IIa-IlIb) con indicacion
quirirgica. En todos ellos se tomaron muestras de tejido tumoral y del margen
quirurgico de tejido sano peri tumoral en el momento de la cirugia (almacenadas a -
80°C en RNAlater de Qiagen). Previo a la cirugia, se tomaron muestras de sangre

venosa periférica.

También se obtuvo sangre de 3 voluntarios clinicamente sanos con previa firma
de consentimiento informado. En todos los casos, se firmd previamente consentimiento
informado de acuerdo a la normativa vigente y aprobado por el comité de ética del

Hospital de Clinicas “Manuel Quintela”.

De manera convencional se identificaron las muestras como Px (x, es el nimero

de paciente), TN corresponde a los tejidos peri tumorales sanos y TT a los tumorales.

3.2 Obtencion de plasma y suero de sangre periférica.

Para la obtencion de plasma, se colectaron 15-20ml de sangre en tubos
heparinizados a razén de 75 UI (Unidades Internacionales) por ml de sangre. La sangre
fue centrifugada a 800g durante 20min a temperatura ambiente. Se extrajo el
sobrenadante y se centrifugd nuevamente 15min a 2.000g a temperatura ambiente con
el fin de eliminar restos celulares y/o remanentes de elementos formes de la sangre. A
partir de los 20ml de sangre inicialmente utilizados se obtuvieron entre 9 y 10ml de
plasma. El plasma se almacendé a -80°C en alicuotas de 0,5 ml. Cada alicuota

descongelada previamente a ser utilizada se centrifugd a 2000g durante 5min a 4°C.

Para la obtencidon de suero se colectaron 10ml de sangre total en tubo seco y se
dejé coagular por 30min a 37°C. Luego se centrifugaron las muestras a 1.500g durante
15min a temperatura ambiente. A continuacion se extrajo el suero evitando el arrastre
de la fase inferior, obteniéndose un promedio de 4-5ml de suero por cada 10 ml de

sangre total.
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3.3 Aislamiento de pequeinos ARN a partir de tejido.
Se utilizaron 50-100mg de tejido triturado finamente con bisturi, los cuales se

homogeneizaron en 500ul de Trizol con el homogeneizador “Pellet Pestle, Dispensable”
(Sigma-Aldrich). A continuacién, se agreg6 500ul mas de Trizol y se realizé la extraccion
de ARN de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se evalu6é la pureza y se
cuantificé con Nanodrop (NanoDrop® ND-1000, Thermo Fisher Scientific). EIl ARN se
conservé en 100ul de agua ultrapura libre de RNasas a -80°C. A partir del ARN total
extraido se purificaron los pequefios ARNs utilizando el kit para purificacion de
pequefos ARNs, mirVana (mirVana™miRNA Isolation kit, Ambion, Thermo Fisher
Scientific). Luego se evalu6 la calidad y el largo del ARN utilizando electroforesis capilar
(Bioanalyzer2100, Agilent Technologies), con el kit para sARNs (RNA 6000 small kit,

Agilent Technologies).

3.4 Aislamiento de pequeinos ARN de plasma y suero.

Se realizd la extraccion de ARN a partir de 250ul de plasma previamente tratado
con heparinasa I (Sigma Aldrich) y 250ul de suero. Se utilizé Trizol LS (Sigma Aldrich) y
seguidamente el kit para extraccion de pequefios ARNs, mirVana
(mirVana™miRNAIsolationkit, Ambion, Thermo Fisher Scientific), segun instrucciones

del fabricante.

3.4.1 Tratamiento con heparinasa I.

La heparina es un potente inhibidor de la reaccion de amplificacion con
polimerasas termoestables y debido a sus propiedades fisico-quimicas persiste como
contaminante en los procedimientos de purificacion de ARN. Por tal motivo, se utilizd
el tratamiento del plasma con Heparinasa I de Flavobacterium (Sigma-Aldrich) a
diferentes tiempos de incubacion y a una concentracion de 0.22U/pl. Alternativamente,
el tratamiento con heparinasa I se realizé sobre 30ul de ARN previamente purificado a
partir de 250ul de plasma, con 16ul de heparinasa I y 1yl de RNasin (Inhibidor de

Ribonucleasas, Promega).
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3.5 Secuenciado de pequenos ARNs de tejido tumoral y peri
tumoral.

Construccion de librerias y secuenciado.

El armado de librerias consiste en preparar el ARN para ser secuenciado. Se
utilizé el kit NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 1)
(NewEngland, Biolabs). En la figura 6 se esquematiza el flujo de trabajo utilizado.
Inicialmente, se ligaron los adaptadores 3" y 5 al ARN para continuar con la retro
transcripcion, de manera de obtener el ADN copia (ADNc). Finalmente, se realizd una
PCR de 15 ciclos para amplificar el ADNc y ligar los fragmentos P5 y P7 que estan
incluidos en los primers de la PCR. P5 y P7 serviran de cebadores en las reacciones de

“amplificacion en puente” durante el secuenciado con tecnologia Illumina.

Se partio de 500ng de ARN previamente purificado de tejido tumoral y peri
tumoral sano de 3 pacientes (P3, P4 y P5). Se continu6 con el protocolo tal cual lo
indica el fabricante y se chequed la calidad de las librerias por electroforesis capilar

(Bioanalyzer2100, kit DNA High Sensitivity).

Se prepararon las diluciones para el secuenciado y se cuantificaron las librerias
por Qubit (Invitrogen). Luego se prepararon las diluciones segun el protocolo de
Illumina (MiSeq Illumina) y se secuencio en la plataforma de biologia molecular del
Instituto Pasteur de Montevideo con el secuenciador MiSeq. A continuacién se muestra
un esquema que muestra los pasos principales en la elaboracion de las librerias (Figura

6).
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Figura 6. Esquema de construccién de librerias. Al ARN extraido de los tejidos se le liga el adaptador 3,
luego se hibrida el primer5' para la retro transcripcién (RT) y se liga el adaptador 5'. Con el primer unido al
ARN se hace la RT, sintetizando el ADN copia (ADNc). A continuacién se amplifica el ADNcy en los primers
se agrega P5 y P7. Como Ultimo paso, se purifica la libreria seleccionando los fragmentos del tamafio de

interés.

3.6 Analisis bioinformatico del secuenciado.
El analisis del secuenciado se realizd en colaboracién con la Unidad de

Bioinformatica del Instituto Pasteur de Montevideo y se tomd como referencia el
articulo de Farazi et al. 2012 (86) para el analisis de todas las muestras. Se realizo el
control de calidad de las librerias secuenciadas utilizando FastQC (87), se eliminaron las
secuencias correspondientes a los adaptadores y se realizaron los controles de calidad
correspondientes, filtrando las secuencias repetitivas y las secuencias menores a 16nt
(87-90). Se colapsaron las secuencias Unicas usando fastx_collapser de FASTX-Toolkit y
se mapearon contra el genoma humano (Dec. 2013 (GRCh38/hg38) del UCSC Genome
FTP
(http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg38/bigZips/hg38.chromFa.tar.gz)(91).
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Se realiz6 el alineamiento utilizando el software bowtie permitiendo un Unico
mismatch (92) y las secuencias que no mapearon con el genoma, fueron mapeadas
contra bases de datos especificas de pequefios ARNs (detalladas mas adelante). Este

ultimo mapeo se realizé utilizando el software Bowtie permitiendo hasta 3 mismatches.

Para el alineamiento y la clasificacion de sARNs, en algunos casos surge la
problematica de que algunas secuencias mapean en mas de un tipo de ARN. Esto
dificulta la designacion de la categoria a la cual pertenece cada secuencia. Por tal
motivo, primero se asignaron aquellos que mapearon contra un Unico gen. Luego,
aquellos que mapearon en mas de un sitio en el genoma se los clasificd utilizando una
lista jerarquica de acuerdo a su abundancia dentro de la célula, y se les asignd una
Unica categoria. El orden de abundancia dentro de la célula es el siguiente: rRNA, tRNA,
snRNA, snoRNA, guideRNA, miRNA, miscRNA (vaultRNA, YRNA, srpRNA), telomerase
RNA, piRNA, long non-coding RNA, repeat-masked: LINE, SINE, LTR, satélite y
pseudogenes.

Para realizar el conteo por categoria se disefiaron scriptsy se generaron tablas
de conteo ya que existen ARNs que son codificados por genes que tienen varias copias
(por ejemplo los ARN de transferencia); aquellas secuencias que mapearon con mas de
un gen dentro de una misma categoria —con la maxima calidad de mapeo— se
contaron sumando 1/N, siendo N el nimero de sitios al que mapeo.

Finalmente, se realizd el analisis de expresion diferencial, utilizando edgeR
package y se seleccionaron candidatos a biomarcadores para ser validados por gPCR,
primero en las muestras de los tejidos secuenciados y, luego, evaluarlos en plasma,

suero y exosomas (93).

3.7 Validacion de candidatos por stem-/oop RT-qPCR.

Una de las técnicas utilizadas para la validacion de los sARNs elegidos como
candidatos de expresion diferencial en las muestras analizadas fue la RT-qPCR
utilizando la técnica de "stem-loop’. Esta técnica es especifica para SARNs y consiste en
utilizar un fragmento de ADN altamente especifico (stem-/oop) que hibridara con el
ARN de interés. En la retro transcripcion se utiliza como primer el stem-loop que tiene

en su extremo 3', 6 bases complementarias al extremo 3' del sARN que queremos
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amplificar. De esta manera se sintetiza un fragmento de ADNc con nuestro fragmento
de interés mas el stem-/oop ligado (Figura 7). A continuacién para la gPCR se utiliza un
primer forward especifico de nuestro ARN pequefio y un primer reverso “universal” que

hibrida con el stem-loop (94).

ARM SL primer
Pequerio
NEEEN ||||||
HEEEN
<€
ARN SL primer
Pequefio
IIIIIIIIIIHIH ||||||
NEARNEENY
<€
ADNMc
Forward primer
R
L 1T
o O
: Reverse primer
Syber green universal

Figura 7. Esquema de estrategia experimental utilizando stem-/loop RT-qPCR. Se utilizo

syber-green como fluoréforo.

Se realizaron tres réplicas técnicas para cada réplica bioldgica y se utilizaron dos
miARNs como normalizadores para evaluar la RT-gPCR en las muestras de tejidos. Las

secuencias de los primers utilizados se muestran en la tabla 3.

Para la retro-transcripcion de ARN de tejido se partio de 30-50ng de ARN. Para
suero y el plasma, debido a la baja concentracién, no se pudo cuantificar el ARN, de
manera que se extrajo ARN siempre del mismo volumen de plasma/suero (ver seccion
3.4) y se resuspendié el ARN también en el mismo volumen. Se utilizé 2ul de ARN
molde para la retro transcripcion para todas las reacciones analizadas, utilizando los
mismos stem-loop primers que para las muestras de tejido, disefiados especificamente

para cada sARN seleccionado.
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retrotransciptasa  SuperScript I, reverse

transcriptase

(TermoFisherScientific) y el termociclador Veriti 96 wells de AppliedBiosystems. Se

realiz6 la gPCR en el equipo Eco de Illumina utilizando como fluoréforo Syber-green,

que se une inespecificamente a ADN doble hebra. Para la puesta a punto de la técnica

y prueba de los primers disefiados se realizaron y chequearon las curvas de “melting”

para descartar la formacion de dimeros de primers o productos secundarios.

A continuacion (tabla 4 y 5) se muestran las condiciones en que se realiz6 la

retro transcripcién y la qPCR respectivamente.

Tabla 3. Primers diseiiados para stem-/oop qPCR.

Forward primerpara

sARN Stem-loop primer qPCR
Glu TTC GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACA GCG TCC CTG GTG GTC TAG
U cC TGG TTA GG
His GTG GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACA ACG GCT GGC CGT GAT CGT
- CA ATA GTG GT
GIn CTG GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACA GTC CGA GGT TCC ATG GTG
- CA TAATGG TTA GC
Glv GCC GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACG GCG GGG CATTGG TGG TTC
y- AG AGT GGT A
hsa-miR-148a-3 GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACA CAA CAG CCA TCA GTG CAC
> P ac TAC AGA AC
hsa-miR-21-5 GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACT CAA CGC GCA TAG CTT ATC
P CA AGA CTG A
. GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACC ACA CAC GCA AAC CCG TAG
hsa-miR-100-5p
AG ATC CGA
. GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACC CTC CAC GCA CTA GAC TGA
hsa-miR-151a-3p
AA AGCTCC
. GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACC ACA CAC GCA TAC CCT GTA
hsa-miR-10a-5p
AA GAT CCG
R ) | GTG CAG GGT CCG
everso universa
AGGT

Tabla 4. Condiciones de ciclado
para la retro transcripcién.

Temperatura (°C) Tiempo
16 30"
42 30"
85 5"

Tabla 5. Condiciones de ciclado para qPCR.

Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones
95 10" 1
95 15"
40
60 1"
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3.8 Validacion de candidatos con primers LNA.
Los primers LNA (Locked Nucleic Acid) fueron disefiados originalmente para la

amplificacién de miARNSs. Estos primers contienen un enlace entre los atomos 2'-O y 4'-
C que bloquea la conformacién caracteristica del anillo de la ribosa. Este enlace hace
mas estables estos primers, aumentando significativamente las temperaturas de

annealing.

Se diseflaron primers LINA para verificar el aumento de Gly_GCC y de Glu_TTC en
suero y en los tejidos tumorales y peri tumorales (ver tabla 6). Se realizaron 3 réplicas

técnicas para cada réplica bioldgica.

Para la retro-transcripcién de ARN de tejido se utilizaron las mismas condiciones
que para el stem-loop pero utilizando como cebadores “random primers’ (SO142,
Thermo Fisher Scientific). El hecho de que dichas reacciones nunca sobrepasan los
65°C, elimina la posibilidad de amplificar a partir de ARNt nativos. Se utilizd la
retrotransciptasa SuperScript II, reverse transcriptase (TermoFisherScientific) y el

termociclador Veriti 96 wells de AppliedBiosystems.

A continuacion, se realizd la gPCR en las mismas condiciones que para el stem-

loop, variando la temperatura de annealing de acuerdo a los primers LINA disefiados.

Abajo en las tablas 7 y 8, se muestra las condiciones en que se realizé la retro

transcripcion y la gPCR respectivamente.

Tabla 6. Primers LNA diseitados para qPCR. (+) base anterior bloqueada.

sARNt Forward Primer Reverse Primer
Gly_GCC G+CATT+GG+TGG G+GC+GA+GAA+TT+C
Glu_TTC TCC +CTG +GT+GG A+GC+GCC+GAAT
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Tabla 7. Condiciones de ciclado para

la retro transcripcion. Tabla 8. Condiciones de ciclado para qPCR.

Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones

Temperatura (°C) Tiempo
T 7 95 10 1
95 15"
42 50" 40
58 1"
70 15” - |

3.9 Obtencion de exosomas.

3.9.1 Extraccion de exosomas de plasma.
Para la extraccion de exosomas se utilizaron 250ul de plasma y se diluyeron las

muestras en 11ml de buffer fosfato salino (PBS). Luego las siguientes centrifugaciones
se realizaron en la ultracentrifuga Optima™ XPN, Beckman-Coulter, utilizando el rotor
SW 40 Ti (tubos de 14ml). Se centrifugd el plasma diluido en PBS a 16.000g, 30min a
4°C. En esta centrifugacidn se descartaron vesiculas mayores a 150nm. El sobrenadante
se centrifugé a 150.000g durante 12hs a 4°C. De esta centrifugacién se guardo el
sobrenadante (fraccion ribonucleoproteica) a -80°C y se re suspendid el pellet
(exosomas) en 11ml de PBS y se volvio a centrifugar a 150.000g durante 2hs a 4°C. El
pellet de exosomas se re suspendié en 50ul de buffer de lisis (Urea 8M, SDS 2,5%,
inhibidor de proteasa (Complete ULTRA, EDTA free de Roche), para hacer el analisis de
proteinas por western blot. Para hacer el analisis por microscopia electronica se re

suspendio el pellet en 15ul de PBS filtrado.

3.9.2 Extraccion de exosomas de sobrenadante de cultivo celular.

Como control positivo para el western blot, se extrajeron exosomas a partir de
20ml de sobrenadante de cultivo celular de la linea de cancer de mama, MCF 7, ATCC
HTB-22. Estas células fueron cultivadas 48hs en medio condicionado sin suero, para
evitar el aporte de exosomas del suero. Al igual que para el plasma se utilizé la ultra
centrifuga Beckman-Coulter y el mismo rotor. Por motivos de volumen se separd la
muestra en dos tubos y se centrifugd a 16.000g durante 30min a 4°C. Se descart6 el
pellet y se centrifugo el sobrenadante a 100.000g a 4°C durante 2hs 30min. Se guardé
el sobrenadante (fraccion ribo proteica) a -80°C. Se realizé un lavado de los exosomas
con PBS. Previamente se juntaron los pellet en un solo tubo y se llevd a 11ml con PBS
nuevamente. Se centrifugd a 100.000g durante 2hs a 4°C, se re suspendié en 50ul de

buffer de lisis y se guardd a -20°C. Los exosomas utilizados para la microscopia
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electronica no fueron congelados, sino que se guardaron 24 horas a 4°C y se

observaron por microscopia electronica de transmision.

3.9.3 Microscopia Electronica de Transmision (MET).

La visualizacién de los exosomas se realizé por MET con tincidon negativa. Se
fijaron los exosomas con Glutaraldheido 2,5% en un soporte Grill Nickel con film de
Carbon de 200 Mesh. Se colocé 10ul de exosomas fijados previamente, sobre la rejilla
durante 30min, se seco la gota con papel absorbente y se le agrego 10ul de Acetato de
Uranilo 2% durante 30seg. Se secd la gota con papel absorbente y se dejé secar unos

minutos mas.

Las laminas fueron preparadas y observadas en el microscopio electronico de
transmision, JEOL JEM-1010 (Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica). Las
imagenes fueron analizadas y editadas con el programa de edicién de imagenes Fiji,

Image J.

3.9.4 Cuantificacion proteica de exosomas.
Para la cuantificacion proteica de exosomas se utilizd BCA (bicinchoninicacid,

Sigma Aldrich). Se realiz6 la curva de calibracién con albumina bovina (BSA) y se siguid
el protocolo como sugiere el fabricante. Se prepararon 3 diluciones para cada muestra
y se realizaron los calculos para sembrar la misma cantidad de proteina para los

western blot de CD9 y HSP70.

3.9.5 Deteccion de CD9 y HSP70 por Western Blot.

Para la deteccion de CD9 y de HSP70 se evaluaron a partir de 2 volumenes de
plasma: una extraccion de exosomas a partir de 250ul de plasma y otra a partir de 4
alicuotas de 250l de plasma cada una, que se poolearon en el lavado con PBS durante
la extraccion de exosomas (1ml de plasma en total). Los pellet de exosomas se re
suspendieron en el buffer de lisis, en el mismo volumen y se utilizaron 30ug de extracto
proteico del pellet de la alicuota de 250ul de plasma y el mismo volumen de la alicuota

de exosomas de Tml de plasma.

Las muestras fueron preparadas en buffer de carga reductor (LaemmliSample

Buffer: 50mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 1% B-mercaptoethanol, 12,5mM
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EDTA, 0,02% bromophenolblue). Se calentaron a 95°C durante 5 minutos y se
sometieron a electroforesis en gel de poli-acrilamida 12%, en buffer Tris-glicina-SDS.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham Hybond-P PVDF
Membrane, GE Healthcare Life Sciences) mediante transferencia liquida a 40V durante
14 horas a 9°C, en buffer tris-glicina (buffer de transferencia: 25mM Tris-Cl pH 8,3,
192mM glicina, 0,03% SDS, 10% etanol). Para chequear la eficiencia de la transferencia
se tiferon las membranas con solucion Rojo Ponceau (0,1% Ponceau, 5% acido acético)
y los geles con azul de Coomassie. Las membranas se bloquearon con BSA al 5% en
PBS-Tween 0,05% durante 1 hora a 37°C. Luego se lavaron con PBS-Tween 0,05%

durante 5min, 3 veces.

En el caso de CD9 se continud con la incubacion del anticuerpo primario anti-
CD9 (sc-13118, Santa Cruz Biotechnology, INC.) diluido 1/300 en BSA 0,5%, PBS-Tween
0,05. Se incub6 durante toda la noche a 4°Cy luego se lavo 3 veces durante 5 minutos

en PBS-Tween 0,1%.

El anticuerpo primario HSP70 (sc-59569, Santa Cruz) se utilizo diluido 1/100 en
BSA 1%, PBS-Tween 0,1%. Se incubd durante 17 horas a 4°C y luego se lavd 3 veces

durante 5 minutos en PBS-Tween 0,1%.

Para la deteccion de ambos anticuerpos primarios se utiliz6 como anticuerpo
secundario un anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa; diluido 1/10.000 en PBS-
Tween 0,05%, durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Se lavo 3 veces con

PBS-Tween 0,1% durante 5 minutos cada vez.

A continuacion, se incubaron las membranas con sustrato quimio-luminiscente
para revelado con peroxidasa (ECL-Signal, ViVoScience) durante 1 minuto para luego

exponerlas a film fotografico (Amersham® Hyperfilim® ECL™, GE Healthcare).
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4 Resultados

4.1 Construccion y caracterizacion de librerias de pequefios ARNs
tisulares.

Para las muestras P3 y P5 se prepararon las librerias genéticas con sus respectivas
réplicas técnicas para el tejido tumoral y peri tumoral. La cantidad de material de
biopsia obtenido para la muestra P4 no permitié la realizacion de réplicas técnicas.

Los ARNs purificados de todas las muestras se cuantificaron por Qubit y se
evalué la distribucion de tamafnos mediante electroforesis capilar. En la figura 8, se
muestra un resultado representativo del perfil de tamafos para las muestras P3 de
tejido tumoral y peri tumoral. Se observa una distribucion de tamafos variada entre 20-
150pb, con un patrén que no corresponde a ARN degradado sino que coincide con una
distribucion de tamafos caracteristica de fragmentos menores a 200pb. Los picos de
60-70 nt se corresponden con la migracién de ARNt maduros, los fragmentos de 90-
120nt a pre-ARNt, ARNr5S y eventualmente a transcriptos cortos. Los fragmentos en la
region entre 20-40nt corresponden a sARNSs, los cuales son el objetivo principal del
presente trabajo. Debido a que son la fraccion minoritaria no se observa un pico tan
marcado como en el caso de las demas poblaciones. Las variaciones en la intensidad de
los picos y en el perfil del electroferograma para la muestra tumoral, se debe a que hay
un aumento muy marcado en los fragmentos de 60-70nt que podrian corresponder a
ARNt, lo cual saca de escala los picos anteriormente mencionados. Esto podria estar

reflejando un aumento en el metabolismo celular tipico de las células tumorales.
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Figura 8. Electroferograma de sARNs de la muestra P3 obtenido por electroforesis capilar. (A) ARN de
tejido peri tumoral de P3 (P3TN) y (B) ARN de tejido tumoral de P3 (P3TT). [FU] Unidades de Fluorescencia.
[nt] nucledtidos.

Luego de evaluar la concentracién y la calidad del ARN se construyeron las
librerias para cada muestra de tejido. Como se muestra en la figura 9 se corrieron las
librerias en un gel de poliacrilamida 6% para seleccionar los fragmentos de interés. Si
bien nos interesan los fragmentos entre 18-40pb hay que considerar que las librerias
tienen ligados adaptadores, lo que hace que nuestros fragmentos de interés sean de
130-190pb. Se marca entre dos lineas rojas la region donde realizamos los cortes en el

gel que luego se chequearon por electroforesis capilar.
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Figura 9. Librerias de ARN de tejido de P3, P4 y P5 para secuenciado masivo. Gel de poliacrilamida 6%. Regién
entre marcas rojas es la zona donde se cortaron los geles (130-190pb). TN: tejido peri tumoral TT: tejido tumoral. rt:
réplica técnica.

A partir del gel se purifico el ARN y se cuantificd con Qubit (tabla 9). En la figura
10 se muestra a modo de ejemplo el perfil obtenido por electroforesis capilar para la
muestra P5 (P5TN y P5TT), donde se observan bandas definidas correspondientes a

fragmentos en el rango de 130 a 190pb.

Se prepararon las muestras con las diluciones correspondientes y se realizo el

secuenciado en el secuenciador MiSeq de Illumina.
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Tabla 9. Cuantificacion de librerias de sARNs
utilizando Qubit.

Muestra Cuantificacion Qubit (ng/pl)
P3TN 0,988
P3TT 523

P3TN rt 0,77

P3TT rt 1,66
PATN 1,38
PATT 0,742
P5TN 7,24
P5TT 20,8

P5TN rt 47

P5TT rt 0,738

P_TN: tejido peri tumoral de paciente x. P_TT: tejido tumoral

de paciente x. rt: replica técnica.
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Figura 10. Electroferograma de librerias de sARNs de la muestra P5 obtenido por electroforesis capilar. (A) librerias
de tejido peri tumoral (P5TN). (B) librerias de tejido tumoral (P5TT). Se muestran los picos del tamafio esperado, segun los

cortes realizados en la figura 9.

4.2 Analisis bioinformatico del secuenciado.

A las secuencias obtenidas del secuenciado, se le realizaron los controles de

calidad, se eliminaron los adaptadores y se clasificaron en categorias como se detalla

en Materiales y Métodos. Se generaron tablas de manera de identificar los candidatos a
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biomarcadores. Como se muestra en la tabla 10 la cantidad de secuencias crudas
(secuencias sin filtrar generadas en el secuenciado) de cada muestra fue variable. Los
porcentajes luego de eliminar los adaptadores y de aplicar los filtros de calidad fueron
aceptables, exceptuando las muestras P3TT y PATT que apenas pasaron el 50%, es decir
que del total de las secuencias obtenidas menos del 50% fue aceptable para continuar

con el anlisis.

Tabla 10. Resumen del nimero de secuencias obtenidas por secuenciacion
masiva. Valores obtenidos durante el procesamiento de las mismas.

Luego del filtro

Secuencias % de secuencias (% de sec. Secuencias
crudas depuradas procesadas) Colapsadas
P3TN 4.119.488 85,2 74,4 257.853
P3TT 1.405.358 58,9 54,1 57.121
P3TNrt 1.384.885 98,6 87,6 84.512
P3TTrt 610.535 98,4 90,2 51.015
P4ATN 4.727.611 92,5 82,0 279.651
PATT 2.659.558 95,2 62,0 136.117
P5TN 1.611.144 95,6 72,2 179.789
P5TT 2.018.570 98,4 80,4 111.159
P5TNrt 5.234.073 98,5 77,3 313.827

P5TTrt 3.652.588 99,3 73,4 132.238

rt: replica técnica

La distribucion por tamafio de las secuencias obtenidas para cada muestra se
muestra graficamente en la figura 11. En la misma se identifican claramente dos
poblaciones principales, una entre 21-23nt y otra entre 31-34nt. En P3 y P4 se observa
la poblacion mayoritaria entre 21-23nt y para la muestra P5 se distinguen ambas
poblaciones con proporciones similares, estando mayormente representada la

poblacion entre 31-35nt en las de tejido tumoral.
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Figura 11. Representacion grafica de la distribucion de tamaiios de fragmentos
secuenciados de sARN de tejidos tumorales y peri tumorales de los 3 pacientes.

En la figura 12 se muestra la distribucion de las secuencias en las diferentes
categorias funcionales. Como era de esperar en muestras tisulares, los mas
representados son los miARNs en P3 y P4 con un porcentaje que ronda el 60%, seguido
de sARNr y sARNt con un 15-20% y 10-20% respectivamente. En las muestras P5 los
SARNs que aparecen con mayor porcentaje son los sSARNt con un 30% en el tejido peri
tumoral y un 70% en tumoral, los SARNr con 20% en peri tumoral y 10% en tumoral,
seguidos de los miARNs con un 30% en peri tumoral y un 10% en tumoral.

Las diferencias observadas entre las muestras P5 (P5TN y P5TT) y las
correspondientes a P3 y P4 (P3TN, P3TT, PATN y P4TT) podrian reflejar diferencias en
sus perfiles moleculares no identificables por histopatologia. En este sentido es util
recordar que es comun observar una variabilidad propia de los tumores que reflejan la
gran heterogeneidad de subtipos dentro de grupos clasicos convencionales segun el

estudio anatomo-patoldgico.

45



Resultados

miRNA
tRNA
rRNA
snoRNA
sSnRNA
Otros

100

80

60

40

% de secuencias

20

S A R LSS LA RR
P N O R GO AN

Figura 12. Clasificacion de sARNs por categoria. Otros: piARN (piwiARNs), miscARN (ARNs
miscelaneos: ARNSs citoplasmaticos, YARNs), IncARN (ARNSs largos no codificantes, 200nt aprox.).

Para el analisis nos enfocamos especificamente en los miARNs y los sARNt
como grupos mayoritarios, los cuales representan en conjunto mas del 90% de sARNs
secuenciados en todas las muestras. En el caso de los miARNs, es mejor conocida su
funcion e implicancia en la progresion del cancer en tejidos y también a nivel circulante
en los fluidos corporales. En cuanto a los sARNt, han surgido recientemente como
actores relevantes en la regulacion de la expresidon génica y respuestas a estrés celular
independientemente de su rol conocido en la traduccion (69).

En la figura 13 se muestra representada la distribucion de tamafios de los
miARNSs, para cada muestra (P3, P4 y P5), presentando la misma distribucion entre 20-
23nt, con un pico en 22nt. Los sSARNt presentan una poblacién distribuida en un rango
de 30-35nt, con una distribucion diferencial entre el tejido peri tumoral y tumoral
(figura 14). En los tejidos peri tumorales se observan dos picos, uno en 33nt y otro en

35nt, mientras que en los tumorales hay un corrimiento del pico de 35nt a un Unico
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pico de 32nt. Esta diferencia se observa para las muestras P3 y P4 y en menor

proporcion en la P5. Sin embargo si analizamos la relacion de las lecturas por millén

entre los picos de 32 y 35nt en las tres muestras, en el tejido peri tumoral la relacion

32/35 es menor que en el tumoral para todas las muestras. Siendo la poblacién de 32nt

mayor en relacion a la de 35nt en el tejido tumoral para las tres muestras analizadas

(tabla 11).
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Figura 13. Representacion grafica de la distribucion de tamaios de la categoria de miARN para las

muestras P3 (a), P4 (b) y P5 (c).
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Figura 14. Representacion grafica de la distribucion de tamaios para la categoria de sARNt para las muestras
P3 (a), P4 (b) y P5 (c).

Tabla 11. Relacién entre fragmentos de 32nt y 35nt de la
categoria sARNt representados en la figura 14.

Tejido peri tumoral Tejido tumoral
P3 2,0 13,6
P4 0,6 1,8
P5 57 6.3

4.3 Seleccion de pequeitios ARNs diferencialmente expresados entre

tejido tumoral y peri tumoral.
Con la idea de identificar sARNs diferencialmente expresados y que

eventualmente tengan valor como biomarcadores se analizaron las tablas de expresion
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para los miARNs y los sARNt. Se seleccionaron aquellos candidatos que tuviesen una
variacion absoluta mayor a + 1.5 veces entre ambos tipos de muestras y que tuviesen
los mayores valores de lecturas por millon. La seleccidon de los miARNs y sARNt se baso
en que son la poblacién mayormente representada a nivel tisular, lo que asociado a la
eleccidon de los que poseen mayor frecuencia, aumenta las probabilidades de deteccion
en fluidos bioldgicos. En las tablas 12 y 13 se muestran resaltados en azul, los sARNs
seleccionados que cumplieron con estos criterios (4 sARNt y 3 miARNs). A fines de ser
posteriormente validados por RT-qPCR, se seleccionaron 2 miARNs cuya expresion no
variara significativamente entre tumor y tejido peri tumoral para ser utilizados como
normalizadores en los 3 pacientes. Se detallan las secuencias de los candidatos

seleccionados en la tabla 14.

Tabla 12. Lista de sARNt. Fragmentos entre 30-34nt. LPM: lecturas por millon.

LPM
P3TN P3TT |P3TNrt|P3TTrt| PATN | P4TT | P5TN P5TT | P5TNrt | P5TTrt
Glu_CTC_5half 43536 | 31134 2703 41694 | 44330 | 41029 | 25583 | 256862 | 22815 | 125090
Gly_GCC _5half 152604 = 4643 131961 | 22815 36256 | 92226 691806 133754 521001

Glu_TTC_5half 9921 478 11875 2741 6520 5530 26585 5393 11185
Glu_CTC_misc 2110 1616 290 1484 2735 4084 2383 9820 1310 2631

Gly_CCC_5half 2059 31360 699 25912 3884 6171 13452 | 154619 | 21434 | 131257
Lys_CTT_5half 1862 2554 490 14048 1971 7339 8934 | 47455 16982 67258
His_GTG_misc 1526 9194 334 6123 1149 2517 7554 61748 11767 48807
Pseudo_TTC_5half 1283 14919 265 14667 2486 4695 3755 48035 4740 67784
His GTG Shalf 1208

Gly_GCC_misc 725 2853 261 2245 1344 2646 2561 16496 2319 8242
Val_CAC_5half 690 761 46 2156 1294 614 3696 21158 5757 37537
Pseudo_CTC_misc 246 199 43 93 271 316 190 1154 128 262
Lys_CTT_misc 216 759 155 430 337 518 443 2948 627 1938
GIn_CTG_misc 214 873 253 156 228 410 57 110 160 154

GIn_CTG_5half
Resaltado en azul: candidatos seleccionados.
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Tabla 13. Lista de miARNSs. Fragmentos entre 20-23nt. LPM: lecturas por millon.

LPM
P3TN | P3TT |P3TNrt|P3TTrt| P4TN | P4TT | PSTN | P5TT |P5TNrt| P5TT rt

miR-143-3p 104392 | 30834 | 76314| 36700 | 92722 | 36743 | 2876| 3350 11706| 10617
miR-148a-3p 74396 118655 66071 18957 57489 45551 3755 2754 7543 3462
miR-21-5p 46936 199763 55815 208636 55806 268202 36512 7869 122185 21536
miR-101-3p 20082 | 4920 9941| 4717| 13628| 4090| 257 286 | 1289 1129
miR-26a-5 17405 | 13500 | 44835 | 26645| 29738 | 11918 | 4384| 7310| 12178| 34816
m 194791 21182 82015 17173 5812 1527 3148 6208 9037
miR-27b-3p 12926 | 9421| 11063 | 6501| 16546 | 10445| 1175| 1034| 4798 2169
miR-451a 3980 212| 131364 808 | 4366 132 492| 9640| 1473 | 17532
miR-27a-3p 2212| 1374| 4663 | 1988| 3865| 1926| 452 706 | 1244 927
miR-30b-5p 2097 523| 2381 1455| 2507 277|323 209 1283 783
miR-200b-3p 1542 |  4724| 2378| 2416| 2126| 5690 | 187 398 523 1025
miR-199b-5p 1402 724|  1561| 1627|1742 984 152 75 708 237

Resaltado en azul: candidatos seleccionados.

Tabla 14. Secuencia de candidatos seleccionados a validar a partir del analisis de expresion
diferencial del secuenciado masivo de tejidos tumorales y peri tumorales.

sARNs candidatos

Secuencia mas representada

Glu TTC TCC CTG GTG GTC TAG TGG TTA GGA TTC GGC GCT

His GTG GCT GGC CGT GAT CGT ATAGTG GTT AGT ACTCTGCGT T
GIn CTG GGT TCC ATG GTG TAATGG TTA GCA CTC TGG ACT
GlyGCC GCATTG GTG GTT CAG TGG TAG AAT TCT CGC C

hsa-miR-148a-3p

UCA GUG CAC UAC AGA ACU UUG U

hsa-miR-21-5p

UAG CUU AUC AGA CUG AUG UUG A

hsa-miR-100-5p

AAC CCG UAG AUC CGA ACU UGU G

hsa-miR-151a-3p

CTA GACTGA AGC TCC TTG AGG

Hsa-miR-10a-5p

TAC CCT GTA GAT CCG AATTTG TG

4.4 Validacion de candidatos seleccionados por PCR cuantitativa

basada en stem-/oop RT-qPCR.

Como se detalla en Materiales y Métodos una de las técnicas utilizada fue el

stem-loop RT-qPCR a modo de validar el secuenciado. Si bien es la técnica mas

recomendada y utilizada para la cuantificacion de miARNs, una limitante de la misma es

el disefio de cebadores. Esto es debido a que los extremos 3'-OH de muchos sARNs y
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especialmente en los sARNt presentan variaciones en su punto de corte en + 3nt. Los
primers de stem-/oop se hibridan Unicamente en las Ultimas 6 bases del extremo 3’ del
stem-loop primery admite s6lo una variante de extremo 3’ OH. Por ello, para el disefio
de cada stem-loop primer se tuvo en cuenta el pool de variantes de extremos 3'OH
para cada categoria (miARN y sARNt) eligiéndose la secuencia mas representada, para
diseflar los mismos. Para el analisis por RT-qPCR de muestras intracelulares
clasicamente se utilizan genes constitutivos como el pequefio ARN nuclear U6 (SNU6).
En nuestras muestras se intentd realizar el andlisis utilizando el mismo como
normalizador pero se observd que presentaba diferencias cuantitativas entre el tumory
el tejido peri tumoral. Debido a este hecho decidimos utilizar dos sSARNs sin variacion
significativa entre todas las muestras como normalizadores, el miR-151a-3p y miR-10a-
3p. Como se detalla en la tabla 15 se chequearon mediante RT-qPCR, verificando a
través de los AACt que funcionan como normalizadores, ya que los valores son
cercanos a cero. Posteriormente, se decidid continuar utilizando como normalizador el

miR-151a-3p.

Tabla 15. Andlisis de normalizadores por RT-qPCR.

miR-1c5t1a-3p miR-f(t)a-Bp AACt
P3TN 30,51 + 0,26 29,27 + 0,28
P3TT 28,46 + 0,36 27,54 + 0,20 -0,32
P4TN 30,14+ 0,16 29,81+ 0,24
PATT 27,65+ 0,32 27,77 £ 0,39 -045
P5TN 3042 £ 0,21 30,38 £ 0,15
P5TT 27,98 + 0,17 27,57 + 0,39 0,38

De manera de poder comparar los datos obtenidos en el secuenciado y los de la
PCR cuantitativa se elabord un grafico para cada categoria (Figuras 15 y 16). Del lado
izquierdo de los graficos esta representada la variacion cuantitativa (“foldchange”) de
cada sARN candidato en el secuenciado y en el panel derecho, se muestran los -AACt
de la RT-gPCR. Los datos son mostrados en este formato teniendo en cuenta que los

obtenidos en el secuenciado son cuantitativos y los obtenidos de la RT-qPCR son

51



Resultados

relativos a la expresién de un normalizador. De esta forma se podra evaluar el aumento

y/o disminucion de los sARNSs seleccionados en las muestras P3, P4 y P5.

Dentro de la categoria de los miARNs se evaluaron miR-21-5p, miR-100a y miR-
148-3p. En el grafico de la figura 15 se observa un aumento en la expresion de miR-
100a y miR-21-5p en el tejido tumoral respecto al peri tumoral, verificAndose tanto en
el secuenciado como en la RT-gqPCR. A su vez, miR-148-3p presenta una disminucién

en su expresion en el tejido tumoral respecto al peri tumoral.
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Figura 15. Representaciéon grafica de la variacion de miARNs de tejido tumoral
respecto al peri tumoral, medido por secuenciado masivo y por RT-qPCR. El cambio en
la expresion para el secuenciado se muestra en azul como el log2 (TT/TN) y en rojo el stem-
/oop RT-qPCR como -AACt.
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Con respecto a los sARNt (figura 16A), se evaluaron 4 candidatos: Glu_TTC,
Gly_GCC, His_GTG y GIn_CTG. Se observd que Gly_GCC y His_GTG aumentan en el
tejido tumoral respecto al peri tumoral, segun los datos del secuenciado y de la stem-
loop RT-qPCR (Figura 16A). Por otro lado GIn_CTG y Glu_TTC muestran un aumento en
la expresion en el secuenciado y una disminucion en la expresién evaluada por stem-
loop RT-gPCR. En estos ultimos 2 casos el stem-/oop RT-qPCR no permitié validar los
mismos como candidatos. Las eventuales explicaciones a este hecho seran discutidas y

analizadas mas adelante.
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Figura 16. Representacion grafica de la variacion de sARNt del tejido tumoral respecto al peri
tumoral. (A) El cambio en la expresion en el secuenciado se muestra en azul como el log2 (TT/TN) y
en rojo el stem-loop RT-qPCR como -AACt. (B) Representacion gréafica de la variacion de expresion
de Glu_TTC por RT-qPCR utilizando LNA primers entre tejido peri tumoral y tumoral.

4.5 Analisis de expresion diferencial con primer LNA.
Una de las limitantes que presenta la metodologia de “stem-/loop RT-qPCR" es

que no admite variaciones en los extremos 3’ de los SARNs blanco. Segun los datos del
secuenciado, en la categoria de sARNt, existe una variacién en el largo entre 31-35nt,

sobretodo en el extremo 3'. Si bien se disefaron cebadores teniendo en cuenta la
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secuencia mas representada no se logran amplificar aquellas para las cuales no se
diseid su cebador especifico. Para verificar que efectivamente se trata de una limitante
de la técnica se utilizaron primers LNA, los cuales permiten amplificar secuencias de

fragmentos de ARNt independientemente de las variaciones en sus extremos.

A modo de validar la RT-gPCR utilizando primers LNA se evalué Gly_GCC,
verificando nuevamente su aumento en tejido tumoral respecto al peri tumoral.
Paralelamente, se realizd la RT-qPCR con primers LNA para Glu_TTC (figura 16B), donde
se observa una mayor expresion de Glu_TTC en el tejido tumoral respecto al peri
tumoral. Esto sugiere que la discordancia observada entre el secuenciado y la
validacion por el método de stem-loop RT-gPCR se debe, en gran parte, a las
diferentes variantes dadas por su terminacion 3'. Esto podria explicar los casos
contradictorios que existen en la literatura en cuanto a las variaciones cuantitativas de
los sSARNt segun los autores, y marca la necesidad de sistematizar los métodos mas

adecuados para la determinacion cuantitativa sobretodo de los SARNt.

4.6 Analisis de plasma y suero como fuente de ARNs circulantes de

interés como biomarcadores.
Uno de los objetivos secundarios de este trabajo fue avanzar en la posibilidad de

que los sARNs expresados pudiesen ser identificados en fluidos biolégicos como el
plasma, debido a que varias evidencias experimentales recientes, han sugerido su
potencial como biopsias liquidas en diversas patologias humanas incluyendo el cancer

(69).

Es importante mencionar que tanto el plasma como el suero poseen un alto
contenido proteico y de otras moléculas biolégicas capaces de interferir con el
aislamiento y/o amplificacion del ARN/ADN asociado a una escasa concentracién de
los mismos. Por ello fue necesario analizar en profundidad muchos aspectos
metodologicos para que los mismos puedan ser utilizados como una fuente viable y

reproducible de determinacién de ARNs circulantes con fines diagndsticos.

Respecto a la metodologia utilizada no hay que perder de vista que para la
extraccion de ARN de muestras liquidas no es posible manipular grandes volimenes,

debido a la naturaleza de las muestras. Por tal motivo, se obtienen bajas
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concentraciones de ARN circulante lo cual dificulta su cuantificacion. Para remediar esta
situacion, tanto para plasma como para suero se tuvo especial cuidado en utilizar
siempre los mismos volumenes tanto en la cantidad inicial de plasma/suero, como en

los volimenes de elucién del ARN y el material de partida en la RT-gqPCR.

En primer lugar se optimizo la extraccion de ARN de plasma utilizando Trizol LS y
un kit de extraccion de sARNSs. A fines de evitar la fuerte inhibicion de las polimerasas
termoestables por anticoagulantes, especialmente la heparina utilizada en este trabajo,
se realizé el tratamiento previo del plasma con heparinasa I en diferentes condiciones
(diferentes concentraciones de heparinasa Iy tiempos de incubacién). Se extrajo el ARN
como se describié en Materiales y Métodos de los tres pacientes y tres donantes sanos
y se probaron los candidatos seleccionados por stem-/oop RT-gqPCR. Si bien se
probaron varios métodos de purificacion de ARN para eliminar posibles contaminantes
y se realizaron diferentes tratamientos con heparinasa I, no se logré amplificar ninguno
de los candidatos probados ni los controles a partir de plasma sanguineo con heparina

como anticoagulante.

Alternativamente, se evaluaron por stem-/oop RT-qPCR tres sueros normales
(sueros control) y los tres sueros de pacientes. Se probaron todos los candidatos
mostrados en la tabla 14 y en la figura 17A se muestran los valores de "Ct" obtenidos
de aquellos que se lograron amplificar (miR-21-5p, miR148-3p, Gly_GCC y Glu_TTC). En
el caso de los 2 miARNs detectados, no se observan diferencias significativas entre los
pacientes y los sueros control. Era de esperar que la presencia de miR148-3p en sangre
no se viera aumentada, teniendo en cuenta la disminucién en los tejidos secuenciados
(figura 15). En cuanto a los sARNt, se observa un aumento significativo de Gly_GCC y
Glu_TTC en el suero de los pacientes lo cual coincide con la variacion observada a nivel
del tejido tumoral. En el caso de Gly_GCC coincide con lo observado en los datos de la
figura 16 del secuenciado y de la RT-gPCR con el mismo “stem loop”. Sin embargo,
Glu_TTC se corresponde Unicamente con los datos del secuenciado y la RT-gPCR
utilizando primers LNA, ya que ese candidato no se pudo validar por RT-qPCR en tejido
mediante técnicas de stem-/oop. Esto sugiere que, contrariamente a la heterogeneidad
de los extremos 3’ a nivel tisular, la especie mayoritaria de Glu_TTC en forma circulante

es aquella con extremos 3’ amplificables similarmente por stem-/oop RT-qPCR.
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A modo de validar lo observado en los tejidos con los primers LNA, se realizo la
RT-qPCR con dichos primers (figura 17B) observando un aumento significativo de

Glu_TTC en suero de los pacientes respecto a los sueros normales.

El valor potencial de estos dos sARNt (Glu_TTC y Gly_GCC) como marcadores
debera validarse en el futuro sobre una poblacion de pacientes cuyo niumero permita

evaluar adecuadamente el valor diagndstico predictivo.
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Figura 17. Resultados de RT-qPCR de sARNs seleccionados como candidatos
en suero. (A) Grafico de stem-/loop RT-qPCR. (B) Grafico de RT-qPCR utilizando primers LNA. Ct:
cycle threshold.

4.7 Busqueda de pequeios ARNs en exosomas.
Hoy en dia existen diversos reportes de que los ARNs circulantes se encuentran

asociados a complejos ribonucleoproteicos y a vesiculas extracelulares. Se ha reportado
que los pacientes oncoldgicos presentan un aumento y perfiles diferentes de sARNs
circulantes, sin embargo no existe un consenso en cuanto a si son liberados
selectivamente al medio, en que fracciones son vehiculizados e incluso donde son
procesados. En trabajos realizados en nuestro laboratorio en sobrenadante de cultivos

celulares hemos reportado que una fraccion de miARNs (fraccion minoritaria del total
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de los ARN circulantes) estd presente en la fraccion exosomal y que la fraccién
mayoritaria son sARNt, unidos a complejos ribonucleoproteicos libre de vesiculas (40).
En este contexto nos propusimos ver si nuestros candidatos se encuentran en la

fraccién exosomal en exosomas aislados de plasma sanguineo.

Se probaron diversas condiciones de RT-gPCR de los candidatos seleccionados a
partir de ARN de exosomas de plasma y no se logré detectar ninguno de ellos. Con
estos resultados nos preguntamos si a diferencia de sobrenadante de cultivo, la
obtencién de exosomas de plasma requeria modificaciones en el protocolo o si

efectivamente no estaban presentes nuestros candidatos en los exosomas sanguineos.

4.7.1 Obtencion de exosomas
Para la extraccion de exosomas se tuvieron varias consideraciones: en principio se

tomdé como referencia el protocolo ya utilizado en nuestro laboratorio para la
extraccion de exosomas de sobrenadante de cultivo celular. Respecto al plasma hubo
que considerar que contiene mas exosomas que el sobrenadante de cultivo y que su
composicion es diferente, conteniendo mayor proporcion de proteinas y lipidos.
Teniendo en cuenta los aspectos mencionados se puso a punto la extraccion de

exosomas a partir de plasma sanguineo.

Actualmente existen varias técnicas estandar que permiten la visualizacion y/o
deteccion de exosomas. En este trabajo se utilizd microscopia electronica de

transmision (MET) y western blot.

Para la MET se utilizo6 tincidn negativa con acetato de Uranilo (2%). Tal como
esperabamos, en la figura 18 se observan tamafos variables de exosomas y una tincion
no homogénea entre las diferentes imagenes. Hay que tener en cuenta que el fijado y
la tincion de las muestras pueden modificar los tamafios (disminuyendo y/o
aumentando respectivamente) pudiéndose observar de un tamafio mayor o incluso
menor al esperado. Se observan vesiculas entre 30-150nm. En cuanto a la forma y
estructura, en las figuras 18A-D se puede apreciar las membranas rodeadas de un halo
negro que corresponde a precipitados que se forman sobre las vesiculas durante la
preparaciéon de la muestra. Es por esta razobn que no siempre se ven iguales,

observandose en algunas imagenes el exosoma negro. En la figura 18B se puede ver
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incluso una doble membrana, reflejando una de las caracteristicas de los exosomas, la

doble membrana lipidica.

Figura 18. MET de exosomas de plasma obtenidos por ultra centrifugacion.
Utilizando tincidon negativa, se observé (A) con un aumento de 150.000x, (B) con un
aumento de 120.000x, (C) y (E) a 100.000x y (D) a 80000x.

Otra técnica ampliamente utilizada para la validacion de extraccion de
exosomas es el western blot. Existe una variedad de proteinas que se utilizan como

marcadores exosomales, CD9, CD63, /amp-7, HSP70, caveolina-1, entre otras.
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Se probaron varios anticuerpos, en la figura 19 se muestran los Western blot de
CD9 y HSP70. Para ambas proteinas se probaron dos volumenes diferentes de plasma
de donde se extrajeron los exosomas: 250ul y de Tml de plasma. Para este ensayo se re
suspendieron los dos pellet de exosomas en el mismo volumen de buffer de lisis. Se
puede apreciar las bandas del peso molecular esperado, tanto para CD9 como para
HSP70. Se observa que en el carril 2 de ambos western blot se ve aumentada la banda
tal como se esperaba ya que el volumen inicial de plasma para extraer exosomas era 4

veces mayor que en el carril 1.
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Figura 19. Western blot de CD9y HSP70 de exosomas de plasma. Se sembraron 30ug de
extracto proteico de exosomas de 250ul de plasma (carril 1) y el mismo volumen de extracto
proteico de exosomas de 1ml de plasma (carril 2).

Mediante estas dos técnicas se demostro la presencia de exosomas a partir de
plasma sanguineo, descartando la posibilidad de que las RT-qPCR no hayan
amplificado debido a la ausencia de exosomas. Como técnica complementaria se
podria agregar ensayos en nanosight, de manera de hacer una lectura mas fina de la

concentraciéon y tamafios de las vesiculas evaluadas.
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5 Discusion

A pesar de los grandes esfuerzos por combatir las altas cifras de mortalidad por
cancer de pulmén, no se ha logrado identificar biomarcadores diagndsticos
suficientemente sensibles y no invasivos que permitan una deteccion en estadios
tempranos con el fin de mejorar los resultados terapéuticos. Es sabido que en la
mayoria de los casos el cancer de pulmon es diagnosticado cuando aparecen sintomas
o signos clinicos sugestivos, los cuales aparecen muy tardiamente alejando las

posibilidades de tratamientos curativos y comprometiendo severamente la sobrevida.

La descripcion en los Ultimos afios de nuevas familias de ARNNc, y su rol central en
la regulacion de la fisiologia celular, los ha posicionado como grandes actores, no so6lo
en los procesos de transformacion maligna, sino también como nuevos y potenciales
blancos terapéuticos y biomarcadores diagndsticos en cancer (95). En el caso particular
del cancer de pulmédn, se ha sugerido el valor potencial de ciertos miARNs que,
expresados en el tejido tumoral, podrian surgir como nuevos candidatos de utilidad
como biomarcadores diagnosticos y prondsticos. En este sentido, se ha reportado que
un aumento en la expresion de miR-146a parece tener una mayor sobrevida,
sugiriendo un marcador de buen prondstico ya que ha sido descrito como un inhibidor
del crecimiento celular, de la migracion e induccién de la apoptosis de células
tumorales (96). También han sido reportados otros candidatos capaces de actuar como
oncogenes o supresores tumorales, los cuales incluyen a miR-21, let-7, miR-29a, miR-

34c, miR-205, miR-375, miR-125, entre otros (97).

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de ARNs circulantes en diversos
fluidos bioldgicos, los cuales son secretados por las células al medio extracelular ya sea
en forma selectiva o no, y que son captados e internalizados funcionalmente intactos
por células adyacentes o distantes (56,98). En el medio extracelular y fluidos biolégicos,
estos ARNs son transportados en vesiculas o unidos a complejos de naturaleza proteica
o lipoproteica (40,51,66,68). El aumento o la disminucién de varios miARNs y ARNm
circulantes se han asociado a diferentes neoplasias, proponiéndose diversos miARNs
como candidatos a biomarcadores circulantes. Si bien para cancer de pulmoén no existe

actualmente ningin ARN circulante validado para uso clinico, uno de los primeros y
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mas estudiados es el oncogén miR-21 que tiene como blanco PTEN. Altos niveles en
suero de este miARN se asocia con mal prondstico y estadios avanzados de la
enfermedad (99,100). Sin embargo, los sARNt y los YRNAs aparecen recientemente
como una nueva clase de sARNs reguladores, cuyo poder predictivo como
biomarcadores estd siendo sugerido en base a recientes publicaciones. Reportes
recientes de nuestro laboratorio y de otros grupos, muestran que tanto en
sobrenadante de cultivo de lineas tumorales, asi como en suero y plasma de sujetos
sanos, la proporcion de miARNs es minoritaria y que la mayor proporcion de sARNs
circulantes son sARNt e YARNs unidos a complejos ribonucleoproteicos. (40,67,68). En
concordancia con estos hallazgos Chevillet y col., demuestran que hay menos de un
miARN cada 100 exosomas, incluso del miARN mas abundante (101), evidenciando que
la mayor fraccion de ARNs circulantes viaja libre de vesiculas y que existe una
poblacién aun mas representada que los miARNs que estaria participando en este

eventual mecanismo de comunicacion intercelular a distancia.

Debido a la alta diversidad y estabilidad que presentan los sARNs circulantes en
sangre (51,52,102), la gran especificidad por sus blancos, la facil accesibilidad de
plasma o suero ("biopsias liquidas”) y el rol central de los ARNnc en la iniciacion y
progresion del cancer, es que actualmente se considera que los SARNnc circulantes
podrian comportarse como eventuales candidatos a biomarcadores para diagnéstico,
prediccion de respuestas terapéuticas y como blancos terapéuticos en cancer de

pulmon (84,103).

Con el objetivo de poder aportar en este campo, nos propusimos identificar SARNs
diferencialmente expresados en tejido tumoral y peri tumoral sano de tres pacientes
con adenocarcinoma pulmonar y evaluar si dicha expresion diferencial podria reflejarse
en suero/plasma. Como aproximacién metodoldgica utilizamos secuenciado profundo
sobre librerias de sARNs aislados y fraccionados a partir de tejido tumoral y peri

tumoral.

De los datos obtenidos del secuenciado es interesante destacar que se identificaron
dos poblaciones mayoritarias de sARNs, una entre 21-23nt y otra entre 31-35nt. Del

analisis por categorias se identificaron en las muestras P3 y P4 aproximadamente un
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60% de miARNs y un 10-20% de sARNt, mientras que en la muestra P5 un 30% de
sARNt y de miARNs en el tejido peri tumoral y un 10% y 70% en el tejido tumoral. Las
proporciones relativas de las distintas clases de sARNs obtenidas para las muestras P3 y
P4 son las esperadas segun la literatura, para muestras tisulares. Sin embargo en la
muestra P5 se observan porcentajes de sARNt que se desvian de las proporciones
esperadas. Si bien los tejidos fueron clasificados por histopatologia como
adenocarcinomas, existen diferencias moleculares no identificables. Esta variabilidad a
nivel de la expresion de moléculas reguladoras refleja la heterogeneidad a nivel
molecular de tumores que si bien, son homogéneos en el analisis histopatoldgico, los
mismos reflejan una amplia diversidad de perfiles moleculares (79,97). Por otra parte no
hay que perder de vista que se intent6 trabajar con tejidos peri tumorales sanos. Sin
embargo, existe la posibilidad que el tejido este afectado por el ambiente tumoral o
mismo contaminado con células del propio tumor durante la propia biopsia. Sobre
todo en la muestra P5, la cual muestra un perfil de expresion diferente tanto en el
tumoral como en el peritumoral. A pesar de estas diferencias los sARNs que
detectamos y seleccionamos como candidatos diferencialmente expresados entre

tejido tumoral y peri tumoral variaron homogéneamente en las tres muestras tisulares.

De los datos obtenidos en el secuenciado se identificaron 7 sSARNs como posibles
candidatos a nivel tisular: miR-21-5p, miR-100a-5p, miR-148a-3p, Glu_TTC, His_GTG,

GIn_CTG, Gly_GCC los cuales se validaron utilizando stem-/oop RT-qPCR 'y primers LNA.

En concordancia con el secuenciado se verifico la disminucion de miR-148a-3p y el
aumento de miR-21-5p y miR-100-5p en el tejido tumoral respecto al tejido peri

tumoral.

La desregulacion de miR-21-5p no llama la atencién ya que aparece desregulado
frecuentemente en muchos tipos de tumores viéndose aumentada su expresion (80,97).
Para cancer de pulmdn se ha descripto principalmente un aumento en la expresion de
miR-21 que se asocia con un mal prondstico (104). Trabajos recientes demuestran que
la inhibicibn de miR-21 mediante la utilizacion de sARNs “esponjas” (son ARN
circulares, complementarios a los miARNs, que actian como “neutralizadores” del

miARN sobreexpresado), reduce estos efectos (105). En cuanto a nuestros resultados, el
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aumento de miR-21 en el tejido tumoral no nos llama la atencién. Sin embargo, nos
parecio interesante incluirlo ya que apoyo nuestros resultados en cierta forma. Por otra
parte miR-148 aparece como un regulador a nivel epigenético, siendo uno de sus
blancos el mensajero de la metiltransferasa Dnmt3b (DNA methyltransferase 3) (106).
La sobreexpresion de esta proteina, cuya expresion se ve aumentada con la
disminucién de miR-148a, se ha asociado a cancer hepatico, de mama y de colon (107).
En cancer de pulmon se ha reportado su disminucion tanto a nivel tisular como
circulante proponiéndolo como un candidato a biomarcador y para diagnostico
(108,109). Esto iria en el mismo sentido de lo observado en nuestro trabajo. Por otra
parte, miR-100-5p se ha encontrado en menor proporcién que los candidatos
anteriores, sobre expresado en ciertos tipos de neoplasias como, carcinomas hepaticos
(110), en proéstata (111) y en cancer de ovario donde detectan una disminucién de este
miARN (112). Sin embargo, en cancer de pulmon existen varios reportes que describen
una baja en su expresiéon asociado con un mal prondstico (113). A través del
secuenciado de nuestras muestras observamos un aumento de miR-100-5p, lo cual es
llamativo ya que no solo existen pocos reportes en cancer de pulmoén de este miARN
sino que su expresion se ve disminuida. Es interesante mencionar al menos para los
miARNSs, que en todos los candidatos seleccionados, existen reportes que los describen
tanto "up" como "down" regulados. Esto no llama la atencidon ya que los miARNs, en
general, tienen varios blancos actuando tanto como oncogén y/o como supresores

tumorales en diferentes tipos de tumores.

Respecto a los 4 sARNt seleccionados, se verifico por stem-loop RT-qPCR el
aumento de His_GTG y Gly_GCC en el tejido tumoral respecto al peri tumoral. Sin
embargo para Glu_TTC y GIn_CTG no se logré validar el aumento observado en el
secuenciado utilizando esta técnica. Si bien el stem-loop es la técnica estandar de
referencia (“gold-standard”) para el analisis de miARNs por gPCR, existen ciertas
limitaciones de la técnica, las cuales podrian estar explicando los resultados
contradictorios en la literatura, incluyendo lo observado para Glu_TTC y GIn_CTG en
nuestro caso. La principal limitante de esta técnica es que no admite ningun mismatch
en las 6 bases del sARN que hibridan con el stem-/oop, ni variaciones en el largo del

extremo 3’ del sARN. En contraparte, las mitades de ARNt analizadas, varian en su
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tamano entre 31-35nt, de manera que el estudio del pool de sARNt seleccionado no se
adecuaria estrictamente a la técnica utilizada. Para verificar si efectivamente las
variaciones observadas se restringian a las limitaciones del stem-/oop, se realiz6 una
RT-qPCR utilizando primers LNA. Esta técnica también es ampliamente utilizada para
sARNs vy si bien estos primers son “cortos”, permiten amplificar fragmentos cuyos
extremos posean diferencias en el largo de sus secuencias, de manera de amplificar casi
por completo el “pool” de ARN de cada categoria (SARNt en nuestro caso). De la RT-
gPCR realizada con primers LNA se logré verificar el aumento de Glu_TTC en tejido
tumoral respecto al peri tumoral, demostrando que el stem-/oop RT-qPCR no es la
técnica que se adecua mejor para el estudio de sARNt ya que son muy variables en su

largo.

Por otra parte no hay que perder de vista que los ARNt poseen muchas
modificaciones postranscripcionales, lo cual dificulta enormemente el estudio de esta
especie de ARNs. Desde la técnica utilizada en la preparacién de las librerias hasta su

analisis bioinformatico son cuellos de botella a la hora de interpretar los resultados.

En cuanto a la busqueda de los candidatos seleccionados en suero, plasma y
exosomas, fue posible detectar ARN Unicamente en suero. El plasma contiene grandes
cantidades de inhibidores naturales como proteinas y lipidos (114). Y la heparina y
otros anticoagulantes dejan rastros que dificultan su amplificacion o bien la
reproducibilidad de los resultados. Por otra parte los miARNs en exosomas, como se
mencionod previamente, estan presentes en muy bajas concentraciones (101), por lo que
habria que procesar grandes cantidades de plasma o suero para realizar
cuantificaciones tanto relativas como absolutas. En cuanto a lo informativo del
contenido de este tipo de vesiculas también es interesante mencionar que aun sigue en
discusion que tan selectiva es la liberacion de miARNs y otros ARNnc al medio

extracelular (40,115).

La utilizacion de normalizadores en suero y plasma, es ampliamente discutida
en los fluidos bioldgicos. En el caso del uso de los denominados “spike-in" (analogos
sintéticos agregados exdgenamente en cantidades conocidas) no existe consenso, ya

que se discute su vida media en plasma o suero. Por otra parte los genes utilizados
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generalmente como normalizadores a nivel intracelular (U6, globina, GAPDH, miR16 en
suero) se ha mostrado que no estan igualmente representados en sangre entre
diferentes individuos teniendo cifras altamente variables (116). Hoy en dia la técnica
mas adecuada para evaluar los ARNnc en fluidos bioldgicos es la PCR digital, la cual ha
surgido recientemente como una técnica altamente sensible (117), permitiendo una
cuantificacion absoluta sin la necesidad de utilizar normalizadores. Dado que no
contamos con el equipamiento para realizar dicha PCR, decidimos evaluar los
candidatos en sangre sin utilizar normalizadores, optimizando los cuidados en la
cantidad de tejido utilizado, la extraccién del ARN, y los volimenes utilizados para la

RT-qPCR.

Se logré detectar miR-21-5p y miR-148a-3p sin observar diferencias
significativas entre sueros normales y pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Esta
observacidon va en linea con lo observado en los tejidos secuenciados. Verificar un
aumento de miR-148a-3p a nivel circulante estaria indicando que no seria aportado por
el tumor, que como ya se comentd anteriormente gran parte de los ARN circulantes
son aportados por plaquetas y células sanguineas. En cuanto a los reportes de estos
miARNs a nivel circulante por un lado se ha descripto un aumento de ambos miARNs
en suero en pacientes con tumores en el timo (118). Por otra parte otros reportes
indican en cancer de pulmén, un aumento de miR-21 y una disminucion de miR-148a-
3p circulantes, postulandolos como predictores de respuesta a terapia y pronostico

(109,118).

De los sARNt analizados, se detectaron de manera aumentada en suero
Gly_GCCy GIu_TTC. Actualmente existen pocos trabajos que asocien sARNt a cancer en
un contexto de ARNs circulantes. Se describieron inicialmente en varias especies como
productos de respuesta a estrés, reclutados en granulos de estrés (o p-bodies) y
liberados al medio extracelular (36,44,119-122). Uno de los pioneros en esta tematica
fue Dhabbi y cols. quienes describen a las mitades de ARNt como potenciales
moléculas sefalizadoras en la respuesta inmune (47). Ademas este mismo grupo,
propone a las mitades 5 de ARNt como potenciales biomarcadores en cancer de

mama, encontrando aumentadas las mitades cuyos isoaceptores son tRNA-Arg, -Asn, -
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Cys, -GIn, -Gly, -Leu, -Ser, -Trp y —Val y disminuidas tRNA-Asp y -Lys en suero de
pacientes (68).

Simultaneamente, en nuestro laboratorio se describieron como fragmentos
mayoritarios in vitro, en sobrenadante de cultivo celular (MCF-7, HelLa y NCI-HI12299),
las mitades 5’ de ARNt-Gly y —Glu, no siendo representativo de lo observado a nivel
intracelular (40). Estas mitades se encontraron mayoritariamente en la fraccion
ribonucleoproteica unidas a los complejos (40). Paralelamente /n vivo, este trabajo con
pacientes busco mostrar que tanto a nivel tisular como circulante, también se
encuentran estos sARNt diferencialmente expresados. En particular en suero no
logramos discriminar en que fraccion se encuentran, pero si identificamos dos
candidatos que aparecen aumentados en pacientes con adenocarcinoma pulmonar,
ARNt-Gly y ARNt-Glu. Si bien no se trata de los mismos isoaceptores identificados en
sobrenadante de cultivo, llama la atencion que nuestros candidatos coincidan con los
encontrados en sobrenadante de cultivo en lineas celulares derivadas de cancer
mamario. La acumulacion de evidencias de la presencia de esta nueva clase de sARNs a
nivel de ARN circulantes, estaria reflejando su importancia y cuyo rol no es aun del
todo comprendido. No obstante es bastante claro su potencial como candidatos a

biomarcadores diagnosticos y prondstico.

Los biomarcadores identificados en este trabajo preliminar, justifican el disefio
de un estudio a nivel clinico con un nimero de pacientes suficiente que permita validar
estadisticamente el valor de los mismos asi como los parametros de sensibilidad y

especificidad diagnostica.

Al menos en los Ultimos 5 afios se han destinado grandes esfuerzos para la
identificacion de biomarcadores circulantes, sin embrago se han planteado diversos
problemas metodolégicos, de los cuales no hemos sido ajenos. La falta de un consenso
en la metodologia utilizada tanto para las técnicas de extraccion y cuantificacion de
ARN como de los controles utilizados en la busqueda y validacién de los sARNs, ha
llevado a innumerables reportes contradictorios e irreproducibles (114,115,123). Witwer
en su articulo de 2015 lo describe muy claramente, dejando en evidencia que es

imprescindible llegar a un acuerdo en las metodologias utilizadas para la identificacién
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de biomarcadores circulantes. Por otra parte no hay que perder de vista que el cancer
es una enfermedad que genera a nivel sistémico, la activacion de diversas vias
metabolicas, de respuesta inmune, proliferacion y angiogénesis entre otras (124),
viéndose también afectada la via de los ARNs circulantes. En su conjunto hacen adn
mas complejo el estudio de estas moléculas circulantes, lo cual nos lleva a pensar que
estamos frente a una herramienta muy potente y prometedora de la cual actualmente

se conoce muy poco.
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6 Conclusiones

Se identificaron y validaron como posibles candidatos en tejido tumoral: miR-21-

5p, miR-148-3p, miR-100a, His_GTG, Gly_GCC, Glu_TTC.

Se demostrd que la fraccion mas adecuada para el estudio de ARNSs circulantes es
el suero, identificando y validando, un aumento de Glu_TTC y Gly_GCC en los pacientes

analizados.

Se demostrd que la técnica stem-/loop RT-gPCR no es la técnica que se adecua
mejor al estudio de sARNt, debido a la variacion en el tamafio de los fragmentos,
siendo mas adecuada la utilizacién de primers LNA tanto en tejido como a nivel de

ARNSs circulantes.

Se demostré que los candidatos no se encuentran en la fraccién exosomal de

plasma.

7 Perspectivas

Dado el potencial diagnodstico, tanto en tejido como en suero es imprescindible
aumentar el numero de pacientes para darle un peso estadistico ain mayor a los

candidatos identificados.

Realizar pruebas de validaciéon utilizando PCR digital seria interesante ya que seria

otra forma de validar nuestros hallazgos.

Para el caso de los miARNs no detectados en suero, habria que aumentar los

volimenes analizados teniendo en cuenta la baja concentracion de miARNSs circulantes.

Hacer un screening para ver si los candidatos estan restringidos solo a sueros de
pacientes con cancer de pulmén o si aparecen en otras neoplasias, sobretodo en

cancer de mama, ya que fueron las lineas celulares utilizadas en el laboratorio.

Continuar trabajando en la elucidacion del rol funcional de estas nuevas clases de
SARNs a través de la identificacion de proteinas que forman los complejos

ribonucleoproteicos, mediante co-inmunoprecipitacion.
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Identificar blancos de estos sARNt aportaria en el entendimiento de la

funcionalidad de esta nueva clase de ARNnc.
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