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1. RESUMEN
Antecedentes. La expresion diferencial de distintos tipos de ncRNAs se ha asociado con
algunos tipos de cancer. La amplia informacién de la actividad reguladora de estos RNAs,
ha conducido a proponer que pudieran ser secretados por células malignas y via sanguinea
generar cambios metabdlicos o genéticos en otros tejidos. La secrecion celular puede ocurrir
por exocitosis 0 a través de exosomas, que son vesiculas con diverso contenido molecular,
incluyendo acidos nucleicos.
Objetivo. Caracterizar la expresion diferencial del transcriptoma global de pacientes
pediatricos con astrocitoma pilocitico o difuso, a partir de exosomas aislados del suero
sanguineo.
Métodos. La expresion de ncRNAs se determind mediante el microarreglo Human
Transcriptome Array (HTA) matrices 2.0. Las muestras fueron contenidos de exosomas
provenientes de suero de pacientes pediatricos con diagnostico de astrocitoma pilocitico y
difuso. Ademas, se realizd una aproximacion bioinforméatica de las posibles funciones
bioldgicas de ncRNAs con los algoritmos Random Forest (RF) y Vector Support Machine
(VSM).
Resultados. Se logré determinar con relativa precision el contenido cualitativo y cuantitativo
para la expresion diferencial de las muestras del secretoma de las dos condiciones de Ast con
respecto al control. Los datos obtenidos muestran una enorme diversidad de transcritos que
cambian sus niveles relativos de expresion, destacando notablemente los MiRNAs,
snoRNAs, snRNAs Y-RNAs y piRNAs. Adicionalmente una gran variedad de mRNAS
muestran desregulacion. Particularmente, los Y-RNAs podrian estar implicados la
activacion-supresion inmunitaria, vias de sefializacion, transcripcion selectiva y proliferacion
celular a través de la replicacion del DNA.
Conclusiones. Se confirma la hipétesis de que en estos pacientes con astrocitoma existe un
contenido diferencial de transcritos a nivel de exosomas debido a la liberacion de estos por
células tumorales, los cuales representan una circulacion importante de transcritos con el
potencial de regular diversos procesos biolégicos en células cercanas o distales al tejido

tumoral.

Palabras clave: Astrocitoma, Exosomas, RF, TOLL y Y-RNA.



ABSTRACT
Background: Differential expression of different types of ncRNAs has been associated with
some types of cancer. The extensive information on the regulatory activity of these RNAs
has led to the proposal that they could be secreted by malignant cells and via the bloodstream
generate metabolic or genetic changes in other tissues. Cellular secretion can occur by
exocytosis or through exosomes, which are vesicles with diverse molecular content,
including nucleic acids.
Objective: To characterize the differential expression of the global transcriptome of
paediatric patients with pilocytic or diffuse astrocytoma, from exosomes isolated from serum.
Methods. The expression of ncRNASs was determined using the Human Transcriptome Array
2.0. The samples were exosome contents from serum of paediatric patients diagnosed with
pilocytic and diffuse astrocytoma. In addition, a bioinformatic approach to the possible
biological functions of ncRNAs was carried out with the Random Forest (RF) and Vector
Support Machine (VSM) algorithms.
Results. It was possible to determine with relative precision the qualitative and quantitative
content for the differential expression of the secretome samples of the two Ast conditions
with respect to the control. The data obtained showed an enormous diversity of transcripts
that change their relative expression levels, notably miRNAs, snoRNAs, snRNAs Y-RNAs
and piRNAs. Additionally, a wide variety of mMRNAs showed deregulation. Particularly, Y-
RNAs could be involved in immune activation-suppression, signalling pathways, selective
transcription and cell proliferation through DNA replication.
Conclusions. The hypothesis is confirmed that in these patients there is a differential content
of transcripts at the level of exosomes due to their release by tumour cells, which represent
an important circulation of transcripts with the potential to regulate various biological

processes in nearby or distal cells to tumour tissue.

Keywords: Astrocytoma, Exosomes, RF, TOLL and Y-RNA.



2. INTRODUCCION
La biologia molecular aborda temas diversos, entre ellos la expresion diferencial del
genoma llama la atencion. La informacion que proporciona inferird diferencias entre
organismos (humanos) sanos y enfermos (cancer). Otros multiples otros aspectos influyen
sobre la expresion como: polimorfismos debidos a raza y género o el estado de desarrollo
del organismo (embrién-infante-adulto-senescencia). A lo largo de los Gltimos afios la
tecnologia para medir la expresion de transcritos de RNA se ha mejorado notablemente.
Un ejemplo de ello son las técnicas de secuenciacion masiva o de microarreglos de
expresion del transcriptoma. En los Gltimos se hace uso de decenas de miles secuencias
idénticas para medir el nivel de expresion de cada transcrito determinado. Todo esto
produce informacién masiva de tipo cuantitativa (cantidad de transcritos) y cualitativa
(tipo de ellos). Para poder analizar y procesar esta enorme cantidad de datos es necesario
el empleo de técnicas bioinformaticas como mineria de datos, programacion orientada a
objetos y simulaciones computacionales de interaccion. En su conjunto etas técnicas
proporcionan informacién respecto a estados patoldgicos determinados que seran Utiles
para propositos su mejor diagndstico y determinacién de causas de ellos. Con el
advenimiento de la biologia molecular de RNAs no codificantes y el estudio del secretoma
(informacion en exosomas) plantea una revolucion en el mundo actual que proporcionara
en su conjunto una mejor comprension de los fendmenos bioldgicas a escala celular. Un
desafio en integrar correctamente la informacién mediante el establecimiento de las redes
de interaccion entre los mismos RNAs y entre RNAs y proteinas, por ejemplo. Como
cualquier nueva perspectiva en la ciencia hay que modificar nuestra manera de pensar y
de interpretar los fendmenos bioldgicos. La informacion extraida asi con técnicas
experimentales es entonces complementada por las de andlisis computacional “in silico”.
Esto es posibles actualmente gracias el desarrollo de la microelectronica, lenguajes de
programacion y el uso de potentes servidores web en todo el globo. Los superordenadores
permiten inferir interacciones probables que a su vez podran ser comprobada
experimentalmente después de un tiempo, incluso las computadoras actuales con algo
suficiente de velocidad y memoria permiten obtener simulaciones mas o menos refinadas

de ciertos fendmenos de interaccién molecular.



3. ANTECEDENTES

Durante la segunda mitad del siglo XX se establece al DNA como el material hereditario
(Cobb, 2017; Danylova & Komisarenko, 2020). Mediante un cddigo genético (tripletes de
nucleotidos) se traduce la informacidn hacia proteinas procedente de secuencias de DNA.
(Danylova & Komisarenko, 2020; Illana, 2014). EI DNA en forma de cromosomas, codifica
maltiples genes y sus variantes que una vez expresados perpetdan los sistemas ordenados
bioldgicos vistos desde la entropia como en equilibrio estacionario, entendiendo esto como
el tiempo en que se mantienen sistemas complejos con respecto a la tendencia al desorden en
el cosmos (Ogryzko, 2008).

De esta forma existen distintos componentes celulares y relaciones metabdlicas sofisticadas,
que generan estructuras pluricelulares complejas, entre otros, como: plantas, hongos,
vertebrados en general, pero en particular en la clase de los mamiferos, destacan aqui los
primates son un orden interesante por su complejidad neurobioldgica (Rilling, 2014;
Schornig & Taverna, 2021). Estos son constituidos de incuantificables células que mediante
diferenciacion y especializacion tisular desarrollan funciones particulares, manteniendo asi
la homeostasis, mediante una expresion genética diferencial (Cobb, 2017). Los organismos
en general crecen y se desarrollan mediante eventos de comunicacion intercelular muy
variados, en el caso de los pluricelulares estos eventos son muy complejos y sincronizados
temporalmente (Cobb, 2017). Los componentes como receptores y moléculas sefial dan
respuesta a multiples estimulos, regulando asi los flujos de materia y energia con el ambiente
a su alrededor y controlando el crecimiento, migracién y la proliferacion celular entre otros
procesos bioldgicos (Schornig & Taverna, 2021). En biologia molecular se hipotetizé por
largo tiempo sobre cdmo se mantenia la estructura y funcion celular y el “dogma central”

establecia basicamente un flujo de informacién (Crick, 1970).

Transcripcion de DNA ‘ MRNA ‘ proteinas
Simultdneamente a esto, se propuso al RNA como precursor de todas las formas de vida
actuales en el planeta, hipotesis conocida como “Mundo del RNA”, postulada a finales de
los sesenta en el siglo pasado, esta hipétesis propuso que formas auto replicables del RNA
contenian informacion para lograr mecanismos de auto perpetuacion que fueron previos al
surgimiento de las primeras células (Crick, 1970; Dworkin et al., 2003; Bernhardt, 2012).

Se desarrollé entonces la idea de que la informacion era acumulativa en el tiempo mediante



la formacion de secuencias de RNA, pero ain mas establemente en las de DNA (Bernhardt,
2012). Las funciones cataliticas y bioquimicas se relacionaban principalmente a las proteinas,
las cuales tienen versatilidad en su arquitectura (lllana, 2014; Cobb, 2017). Asi se establecid
que el RNA funcionalmente seria el intermediario entre los genes (DNA) y las proteinas
(Gilbert, 1986). Luego se calculé que el niUmero de genes codificantes para proteinas era
cercano a 20,000 lo que representa sélo cerca del 2% de las secuencias gendmicas, lo cual se
interpreté como muy bajo (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).
Ademas, se determind en forma posterior que mas del 80% del genoma se transcribe
continuamente (Alexander et al., 2010). No obstante esto, se descart6 todavia que los RNAS
tuviesen funciones importantes a las ya conocidas: RNAs mensajeros (MRNAs), RNAs de
transferencia (tRNAs), RNAs ribosomales (rRNASs) e incluso se consideraba que las RNA
polimerasas como enzimas que solo transcribian genes de DNA que codificaba a estos
productos (Struhl, 2007). Al final del siglo XX y més recientemente, mediante secuenciacion
masiva paralela se evidencidé que una enorme proporcion del genoma humano y de otros
organismos era transcrito también, hacia lo que se denomind RNAs no codificantes
(ncRNASs) (Struhl, 2007). Desde entonces se descartd la nocion de que sélo una pequefia
parte del genoma era funcionalmente activa (codificante para proteinas) y que no era DNA
basura, como se le denomino errdneamente, se habia asumido que la enorme transcripcion

detectada era solamente ruido transcripcional (Struhl, 2007).

3.1. Dogma central de la biologia celular en la actualidad.
Hoy en dia el dogma central parece obsoleto en gran medida, una gran deficiencia del mismo
fue excluir a los RNAs que no codifican mensajeros y cuyos transcritos son mayores en
namero llevando a cabo una enorme cantidad de actividades regulatorias y funcionales
diferentes, entonces asi el panorama actual de la biologia molecular y celular es mucho mas
complejo por las interacciones entre si mismos de los ncRNAs, asi como con el DNA y
proteinas en aspectos de comunicacion celular (Dworkin et al., 2003; Costa dos Santos et al.,
2021). De este hecho se deriva el enorme interés reciente en la investigacion de estos

transcritos en el area médica y bioldgica en general (Costa dos Santos et al., 2021).



3.2. RNAs no codificantes.

INcRNASs

Los IncRNAs o RNAs largos no codificantes son la mayor clase de RNA no codificantes
para proteinas (> 200 nt.) y su nimero de genes ha sido estimado conservadoramente en
aproximadamente 16,000 en el genoma humano (GENECODE) (Harrow et al., 2012). Existe
aun controversia respecto a esto pues algunos estudios muestran nimeros elevados de hasta
90,000 IncRNAs (lyer etal., 2015). El problema de la anotacion de estas secuencias ha
conducido a la creacion de varias bases de datos de INnCRNAs, ejemplos notables son
LncRNAWiIKi que cuenta con curacion manual y computacional (Ma et al., 2015).
NONCODE es base de datos de 17 especies de las cuales el humano y ratén cuentan con mas
anotaciones (Fang et al., 2018). Los IncRNAs son bien descritos por su participacion en la
regulacién de la actividad gendémica a varios niveles, pueden regular la expresion de genes,
cercanos fisicamente al mismo alelo en cis o en trans, para controlar genes en locus de
diferentes cromosomas, a través de los cuales estos pueden regular expresion genética a
niveles diversos, como la transcripcion, el procesamiento del RNA 'y la traduccidon (Elling et
al., 2016). La mayoria de los IncRNAs estan localizados en el ndcleo (Figura 1), en el cual
tienen funciones regulatorias maltiples tales como andamios de interaccion para complejos
modificadores de la estructura de cromatina, como reguladores transcripcionales, mediante
su acoplamiento a factores de transcripcién (Figura 2) (Rinn et al., 2007; Ulitsky & Bartel.,
2013).

Los sitios de transcripcion de los IncRNAs y los genes de la cadena opuesta estan
cercanamente localizados, en los INcCRNAs Intrdnicos estos transcritos se localizan en el
intron de un segundo transcrito, los intergénicas que se encuentran en el espacio genémico
entre 2 genes (G. Chen et al.,, 2013; Ma et al., 2015). Estos IncRNAs se encontrado
relacionados con varias condiciones fisioldgicas y patologicas como adipogénesis,
inflamacion, diferenciacion celular, y tumorogénesis. Ademas, su actividad se relaciona con
modulacion de la expresion genomica, modificacion epigenética y regulacion
postranscripcional en cis y trans debido a su interaccion con la cromatina, proteinas nucleares

y RNAs tanto en nucleo como en citoplasma (G. Chen et al., 2013; Ma et al., 2015).
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Figura 1. Ejemplos de funciones de los IncRNAs: A) modificacion de histonas y
remodelacion de cromatina. B) Regulacion de la transcripcién C) Empalmosoma D)
Regulacién de transcripcion E) Captura de miRNAs F) Como precursores de otros RNAs
pequefios con funcion reguladora G) Andamios que median y facilitan interacciones entre
proteinas H) Formacion de estructuras subcelulares 1) Mediadores de transporte y
localizacion. Tomado de: “Environmental Health and Long Non-coding RNAs” (Karlsson
& Baccarelli, 2016).
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Figura 2. Procesos celulares regulados por los LncRNAs. Este tipo de RNAsS no
codificantes se ha encontrado asociado con numerosos procesos al interior de las células
humanas desde la proliferacién celular, migracién y diferenciacion entre otros.



En el nicleo los INcRNAs pueden modificar la expresion genética interactuando directamente
con el DNA o los reguladores de la cromatina, como los factores de transcripcion y proteinas
de union a RNA, actuando como potenciadores de la expresion genética o “enhancer”,
andamios, anzuelos o guias. en el citoplasma los INncRNAs normalmente modulan el
decaimiento de los MRNAs, asi como su estabilidad en la traduccion (Milligan & Lipovich,
2015). Algunos aspectos generales de las funciones y los procesos celulares regulados por
ICRNAs son mostrados en las Figuras 1 y 2. Algunos son procesados para producir RNAs,
otros absorben RNAs a modo de esponjas. Existe mucha evidencia de su expresion
relacionada con enfermedades como el cancer donde se expresan como oncogenes clasicos
0 supresores tumorales y se correlaciona con aspectos como transformacion tumoral y
migracion (Ning et al., 2016).

Las importantes funciones desarrolladas por los INCRNAs se evidencian por su participacion
en multiples redes de control de la expresion genética a niveles transcripcionales, post
transcripcionales e incluso aspectos a niveles epigenético. Sin embargo, el significado
bioldgico de la mayoria de los InNcRNAs todavia debera de ser elucidado pues se desconocen
sus actividades precisas en la funcién celular. Es muy bien conocida la importancia de la
biologia del RNA en el sistema nervioso central (CNS) desde gue las células nerviosas son
altamente activas transcripcionalmente y exhiben una fuerte expresion de poblaciones de
ncRNAs. En forma destacable esté el cerebro como el 6rgano con una proporcién mayor de
InNcRNAs expresados en una forma especifica de tejido los cuales son expresados en forma
preferencial en diferentes tipos celulares de regiones particulares (Mercer et al., 2008;
Derrien et al., 2012). Estos INCRNAs en el sistema nervioso central participan en multiples
aspectos de la funcion cerebral y tienen influencia en patologias de enfermedades
neurodegenerativas que investigan en forma intensiva (Cherubini et al., 2006; Kapranov et
al., 2010; Qureshi & Mehler, 2012).

En comparacion con los genes codificantes de proteinas los INcRNAs exhiben conservacion
de estructura secundaria y por ese motivo se ha pensado que se originan de diferentes vias
evolutivas. Sus origenes no son bien comprendidos debido al hecho de que los IncRNAs
poseen bajo nivel de conservacion de secuencias y tasas de evolucion molecular altas en los

mamiferos, se proponen actualmente varias hipdtesis para explicarlo y son las siguientes:



Los IncRNAs podrian ser generados por metamorfosis de genes codificantes de proteinas a
través de procesos de duplicacion de genes.

Podrian haber surgido de evolucion de otros segmentos completos o parciales procedentes
de duplicacién genica. Se pueden haber originado de novo por alteraciones a nivel genémico
como rearreglos cromosémicos, generacion de sitios nuevos de splicing y promotores que
pudieran transformar secuencias no funcionales en unas de IncRNAs que lo fuesen. Mediante
la accion de elementos transposables también se podrian originar por inserciones los
InNcRNAs (Xing et al., 2014; Salameh et al., 2015; Wang et al., 2015). Sin embargo, se ha
observado que solamente una minoria de los INcCRNAs muestran similitud de secuencias a
otros INcRNAs 0 a genes codificantes de proteinas en posiciones diferentes a elementos
repetitivos, esto sugiere que los nuevos genes de INcCRNAs se originan basicamente de novo
de secuencias no exonicas o de duplicacion de elementos tipo transposones (Derrien et al.,
2012; Xing et al., 2014). Los IncRNAs y sus transcritos asociados tienen un contexto
gendmico demasiado heterogéneo en regulacion ciclos de vida mecanismo de accion y
perfiles funcionales. De forma amplia y general los INCRNAs se pueden clasificar basandose
en su localizacion gendmica con respecto a genes codificantes de proteinas (Qureshi &
Mehler, 2012).

De acuerdo al proyecto GENCODE con respecto a las caracteristicas generales de los
IncRNAs a nivel de cerebro se puede afirmar que hay un 40% en proporcidn del total de entre
10,000 a 50,000 IncRNAs en el genoma humano en la anotacidn, este porcentaje representa
aproximadamente de entre unos 4,000 hasta 20,000 IncRNAs que son especificos de tejido
cerebral (Harrow et al., 2012). Si es comparado este nimero con el de los genes codificantes
de proteinas que es de unos 20,000 a 25,000 en general este es extraordinariamente elevado
y contrasta notablemente (Derrien et al., 2012; Harrow et al., 2012). Por lo tanto estos
IncRNAs especificos del cerebro muestran elevados signos de conservaciéon evolutiva en
comparacion con aquellos expresados en otros tejidos. Ciertos estudios bioinformaticos
demostraron que los InCRNAs expresados en cerebro estan enriquecidos en estructuras
conservadas y por tal motivo es muy probable que desarrollen funciones conservadas
evolutivamente (Ponjavic et al., 2009).

Ademas, los IncRNAs expresados en cerebro muestran una gran diferenciacion en su

expresion en cuanto a especificidad de localizacion temporal y espacial con respecto a los



MRNAS, numerosos estudios de transcriptoma revelan que varios INCRNAs son expresados
diferencialmente en el tiempo y regiones tisulares especificas dentro del cerebro como el
cortex, cerebelo e hipocampo entre otras durante los proceso de desarrollo y en adultos
(Kadakkuzha et al., 2015; Lipovich et al., 2014; Milligan & Lipovich, 2015).
De los 62,700 genes anotados en el genoma humano, 19,396 son genes que codifican
proteinas, 7,566 a ncRNA cortos y 19,922 a ncRNA largos, transcritos codificantes de
proteinas 89,067, locus de transcritos de RNAs no codificantes 58,246 y seudogenes 14,735.
Fuente (GENCODE v44 15-7-2023) https://www.gencodegenes.org/human/stats/
Estos altimos los ncRNAs largos o INcCRNAs se pueden clasificar en 5 grandes grupos:

1. Intergénicos: Ubicados entre dos genes codificante

2. Intronicos: Ubicados en un intron de un gen codificante

3. Antisentido: Ubicados en la hebra complementaria de un gen codificante

4. Bidireccionales: Transcritos desde un promotor, direccion opuesta a su gen

codificante

5. Enhancers; Ubicados en regiones enhancer (Fernandes et al., 2019).

Normalmente los ncRNAs largos transcritos RNA Polimerasa 11, tienen estructura Cap en 5’
y cola poliA en 3’°. Cada subclase tiene caracteristicas que comparten y diferencian. Los
NncRNA bidireccionales con un tamario entre 200-600 nt y con estructura 5°-Cap y poliA. En
cambio, los ncRNA “enhancers” o potenciadores poseen un tamafio menor a 2000 nt,
estructura 5’-Cap, y son procesados por el complejo Integrador entonces carecen de cola
poliA. Ambos tipos de ncRNAs son retenidos en el ndcleo, tienen vida media corta y no se
conocen bien sus funciones (Wu et al., 2017). Cerca del 50% de los ncRNA largos son
Intergénicos (Ransohoff et al., 2018). Esta subclase es la mas abundante y estudiada, algunos
grupos de trabajo se refieren indistintamente a ncRNAS largos y ncRNAs largos intergénicos.
Los ncRNA largos Intergenicos se localizan en nucleo y citoplasma, pero se encuentran mas
en el nucleo en comparacion con los mRNA. Estos pueden sufrir o no splicing, son menos
abundantes que los MRNAS y su expresion es altamente tejido-especifica (Rinn & Chang.,
2020). Tienen un tamafo de 1 kb, pero se describen hasta de 15 kb (Sunwoo et al., 2009).
Los ncRNA antisentido tienen caracteristicas similares a los NcCRNAs Intergénicos, siendo la

principal diferencia la region genoma de su codificacion (Wu et al., 2017).
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Los IncRNAs estan también expresados en una forma muy especifica de acuerdo al tipo de
células, si es que son comparados con los genes codificantes de proteinas en las mismas,
estudios desarrollados en neuronas corticales piramidales encontraron que 806 de 5,195
tienen expresion diferencial entre tipos neuronales, de los cuales un 55% son firmas
particulares de tipo celular “signature cluster” un 32% de estos INCRNAs estan relacionados
a grupos independientes de tipo celular y un 10% del total se encuentran en forma mezclada
entre grupos mezclados de tipo celular indicando su rol en especificacion y mantenimiento e
identidad celular particular (Molyneaux et al., 2016). Otra caracteristica interesante de los
IncRNAs especificos de cerebro es su localizacion preferencial en posicion adyacente a genes
codificantes de proteinas que son activos en la modulacién transcripcional o en el desarrollo
del sistema nervioso central (Ponjavic etal., 2009). Los andlisis de secuenciacion del
transcriptoma durante la corticogénesis demuestran que la mayoria de los IncCRNAs se
traslapa con genes de tipo neurogénicos y comparten con ellos un patrén de expresion similar,
indicando que los INcRNAs regulan la corticogénesis a través del ajuste de la expresion de
determinantes de destino celular cercanos (Aprea & Calegari, 2015). Considerando la
complejidad y la heterogeneidad en mamiferos en su (SNC) el cerebro debe ser considerado
por lo tanto como el mayor repertorio de INncCRNAs en comparacion con otros tejidos
somaticos y la especificidad de tejido de estos los hace contribuir enormemente a su destino
celular mediante la especificacion de linaje y mantenimiento de su identidad celular durante
proceso de desarrollo del cerebro humano.

La determinacion de las estructuras moleculares aproximadas de los RNAs es importante,
pues de ello depende en gran parte establecer su funcion. Esta topologia o estructura de
plegamiento en 3 dimensiones esta influenciada por patrones de puentes de hidrégeno
intramoleculares. La determinacion del apareamiento de bases a partir de la secuencia
primaria es conocida como prediccion de plegamiento o de estructura secundaria (Zuker &
Stiegler., 1981; Fallmann et al., 2017). Es un proceso no deterministico y polinomial en el
tiempo y en bioinformatica se llama un problema computacional completo (Vella., 1998). Al
ser la estructura calculada muy fuertemente predictiva, en cuanto a sus funciones y
propiedades bioquimicas, es necesario desarrollar predicciones en gran medida precisas por
parte de los bioquimicos y bidlogos moleculares. Muchos métodos distintos existen para

muestrear eficientemente posibles patrones de estructura secundaria. Los mas clasicos
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consideran aspectos de programacion dinamica y estudios recientes exploran estrategias
basadas en algoritmos de aprendizaje de maquinas y evolutivos (Amaral et al., 2008). Las
moléculas de RNA estructuralmente se pliegan en estructuras secundarias complejas, estas
determinan sus propiedades moleculares como su estabilidad térmica y compactacion. El
plegamiento estructural es la base de sus funciones relacionadas con los aspectos bioldgicos
esenciales como la traduccion de proteinas, la regulacion transcripcional, el empalme
alternativo y muchos otros (Vella., 1998; Cooper & Hausman., 2007; Amaral et al., 2008).
La estructura secundaria es importante al momento de disefiar moléculas sintéticas de RNA
usadas en aplicaciones tales como experimentos de interferencia de RNA, farmacos, disefio
de mensajeros de proteinas e incluso en el desarrollo de vacunas de mRNA (Cambray et al.,
2018; Zhang et al., 2020). Existen interesantes métodos para determinar la estructura del
RNA y se aplican en biotecnologia, investigacion basica y desarrollo de farmacos
(Bringmann et al., 2019; L. Huang et al., 2019). Los de tipo experimental suelen ser muy
caros y ademas laboriosos y tardados (Saha., 2017). Por esa situacion son poco
implementados. Una alternativa muy atractiva son los métodos computacionales los cuales
pueden hacer predicciones muy precisas del plegamiento de un RNA, ejemplo un ncRNA
basdndose Unicamente en informacion de su secuencia de nucleétidos. Debido a que
actualmente obtenemos informacion en experimentos de expresion genética diferencial en
forma masiva, ya sea por microarreglos o por secuenciacion, estas técnicas pueden
implementarse, ya sea desde las basadas mas en aspectos biofisicos tomando en cuenta los
aspectos termodinamicos, asignando puntajes a caracteristicas estructurales predefinidas, o
con modelos de aprendizaje profundo con grandes bases de datos (Zuker & Stiegler., 1981;
Bellaousov et al., 2013; Lu etal., 2019; Singh et al., 2019). En la misma forma que las
proteinas la estructura de las moléculas de RNA estad determinada por su secuencia. La
principal diferencia en cuanto al plegamiento es que en proteinas la fuerza determinante viene
dada por las fuerzas hidrofobicas, determinadas por amino&cidos de este tipo que influyen en
las posiciones de los aminoacidos mismos con respecto a la interfase acuosa del citoplasma
de la célula (Bellaousov et al., 2013). Los RNAs de cadena sencilla recién sintetizados
dependen mas bien de formacion de puentes de hidrégeno entre sus nucledtidos. Al comparar
la velocidad de plegamiento y formacién de estructuras terciarias entre proteinas y RNAs

sabemos que en los RNAs esta es mas lenta. EIl plegamiento del RNA involucra la formacion
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de geometrias locales restrictivas y resultan en estructuras térmicamente estables con poca
flexibilidad a diferencia de las estructuras 3D de las proteinas (Huang et al., 2019; Zhang
et al., 2020). En las moléculas de RNA los apareamientos por puentes de hidrogenos estandar
corresponden a GC y AU y se conocen como de Watson-Crick. Ademas, existen otro tipo de
interacciones comunmente y se denominan interacciones tambaleantes o Wobble” y se dan
entre Gy U (Zhang et al., 2020). En la Figura 3 se aprecian las Interacciones tipo Wobble.

Esto conlleva a la formacion de estructuras variadas en las moléculas de RNA como son los
“loops” internos, de pasador, en bulto, multi “loops” y pueden formarse por la presencia de
extremos de Hoogsteen, de CH o de ribosa, También, otras estructuras como los tripletes de
bases son formados en algunas ocasiones; estos son apareamientos de bases nitrogenadas en
donde se aparean tres de ellas simultaneamente, estas interacciones modulan la estabilidad
de las hélices y forman incluso estructuras cuaternarias entre diferentes RNAs. Cuando se
tiene una serie continua de apareamientos de bases se le denomina tallo o “stem” o también
como hélice. Para calcular su formacion generalmente se utilizan algoritmos de minima
energia libre. Otra situacion compleja es que las estructuras de RNA forman seudo nudos,
esto ocurre cuando los pares de bases se cruzan sin traslape como se representa a

continuacion:

Figura 3. Interacciones tambaleantes o “Wobble” en moléculas de RNA. Entre Gy U
(tipo Hoogsteen), estas generan estructuras secundarias mas complejas ademas de las de
Watson y Crick.

Entonces, las predicciones de plegamiento estructural pueden enfrentar el problema de los
seudonudos en su solucion espacial. Los algoritmos que no los consideran tienden a escalar

polinomialmente y usan métodos como escalacién subcubica (Saha., 2017; Bringmann et al.,
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2019). Otros investigadores usan los de escalacion linear (Saha., 2017; Chowdhury et al.,
2019). Los métodos de minima energia libre si abordan los seudonudos como un problema
computacional completo (Lyngsg & Pedersen., 2000). Para una secuencia de un RNA que
pretende ser simulada en su plegamiento “n”, es el numero de tallos posibles y el tamafio del
espacio combinatorio es 2n, muchas de estas combinaciones no son validas y uno de los
desafios es excluir tales regiones de las secuencias y enfocarse en las partes importantes del
espacio de busqueda. Un ejemplo de esto seria el problema del mRNA codificando 480,000
tallos posibles, esto generaria un valor matematico de 2 486990 que equivalen a 10 146440
posibles soluciones, es evidente que es imposible de resolver aun con supercomputadoras
actuales (Lyngsg & Pedersen., 2000; Fox et al., 2022).

No obstante, la computacién cuéntica en un futuro resolvera rutinariamente todas las
soluciones para estas estructuras en forma posible, asi como muchos problemas relacionados
a la biologia molecular, bioquimica y ciencias biologicas. Esto mediante disefios de
computadoras de acuerdo con alguno de estos modelos: “gate model” modelo de puerta y
“quantum annealing” de anillamiento cuantico o algunos nuevos modelos (Cao et al., 2018;
Cheng et al., 2020). Algunos sugieren que estos problemas de plegamiento de RNA se
pueden solucionar Optimamente por anillamiento cuantico, pues estas se enfocaran
principalmente a resolver problemas de minimizacién de un problema hamiltoniano que
tenga como naturaleza muchas combinaciones o grandes combinaciones discretas como las
Ilaman los fisicos; esto se ha demostrado en caso del mundo real y casos industriales como
elaboracion de vacunas de mRNA por optimizacion de codones (Fox et al., 2022).

Un ejemplo de una matriz de visualizacion por programacién dindmica y con aplicacion en
computacién cuantica es el siguiente, en este modelo se puede mapear cada tallo posible
formado como un qubit, esta matriz se ve en la Figura 4. Aqui se consideran ademas de las
interacciones de Watson y Crick las de tipo Hoogsteen. Con algoritmos de programacién

dindmica, minimizando la energia libre y llegar a la estructura mostrada en la Figura 5.

MiRNAS
Existen varios tipos de sncRNAs funcionando en las células eucariotas los cuales incluyen
los miRNAs 0 microRNAs que son un tipo de RNA de entre 18 a 25 nt en su forma madura

0 de 80-100 nt como precursores (Scott & Ono., 2011; Condrat et al., 2020). Por su parte, los
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siRNAs tienen un tamafo de 21 a 22 nt y los piRNAs de 26 a 31 nt; estos tipos de RNA

tienen en comun que no codifican para proteinas.
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Figura 4. Matriz de bases de pares potenciales. Los tallos potenciales estan representados
de rojo, avellana y azul.

Figura 5. Solucién de plegamiento probable de un RNA pequefio. Formando tallo y asa
con apareamientos de: C-G, C-G y U-A. con el servidor RNA fold de la universidad de Viena,
se pueden determinar regiones de interaccion de moléculas de RNA entre si e incluso
superficies de interaccion con proteinas.

Los miRNAs son derivados del procesamiento de corte de precursores en forma de pasador
o mas comunmente llamado “hairpin” por parte de la enzima Dicer, perteneciente a la familia
de la RNAasa I11I; los miRNAs son moléculas conservadas evolutivamente (Vaucheret et al.,
2004; Friedman et al., 2009). Para comprender y explotar el potencial clinico de exosomas
provenientes de cualquier tipo de células se deben de caracterizar en forma precisa las
funciones de las moléculas que poseen como los miRNAs, aun no existe suficiente

informacidn de los exosomas especificos ni se sabe si las células madre mesenquimales MSC
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“Mesenchymal Stem Cells-Multipotent Stem Cells” de diferentes fuentes comparten una
composicion de RNA similar. En un estudio de caracterizacion de perfiles de miRNAs con
un microarreglo en vesiculas derivadas de células MSC tanto de células de medula 6sea como
de células hepaticas los autores de este estudio encontraron que algunos miRNAs se hallaban
tanto en vesiculas como en sus células de origen, en otros casos existian miRNAs especificos
en las vesiculas que no se hallaban en las células o lo contrario a veces algunos se encontraban
solo en células de origen mas no en los exosomas (Collino et al., 2010). Debido a estas
observaciones sugieren mecanismos que controlan él envio de los ciertos tipos especificos
de miRNAs desde las MSC hacia al interior de las vesiculas que generan. Sin embargo, sin
una cuantificacién precisa ya sea por técnicas de secuenciacién masiva o RT-PCR
cuantitativa que se combinen con experimentos funcionales, la relevancia bioldgica de estos
hallazgos se mantiene con incognitas ain (Collino et al., 2010). Todo esto sugiere una forma
de explicar los mecanismos de control relacionados con una rapida secrecion de los RNAS
maduros que no da tiempo para su acumulacion intracelular citoplasmaética, lo que los
conduciria a su degradacion (Verweij et al., 2011). Asi de esta forma se ha especulado
solamente que algunos miRNAs especificos se producirian en las células solo para el
propdsito de comunicacién entre células sin alcanzar niveles criticos en las células de origen
para ejercer sus funciones en la represién de mRNAs blanco particulares a diferencia de las
proteinas en cuanto a la sefializacion (Chairoungdua etal., 2010; Verweij et al., 2011).
Existen varios tipos de pequefios de RNAs no codificantes conocidos como sncRNAS, los
cuales funcionan en las células eucariotas e incluyen a los miRNAs originalmente
identificados en 1994 (Ambros & Moss, 1994).

La biogénesis de los miRNAs comienza con un transcrito de pri-miRNA en el complejo
microprocesador, formado por Drosha y la region 8 critica del sindrome de Di George
(DGCRS8), luego se corta este pri-miRNA para formar un precursor llamado pre-miRNA, este
se exporta al citoplasma en una manera dependiente y se procesa para producir un duplex de
miRNA maduro, al final cualquiera de las cadenas ya sea la 5p 0 3p se une a alguna proteina
de la familia Argonauta (AGO) formando un complejo inductor del silenciamiento (miRISC)
(Vaucheret et al., 2004b). En las vias no-candnicas, se forman pequefios precursores de forma
de pasador “small hairpin RNA (shRNA)” que son inicialmente cortados por el complejo

microprocesador y exportados hacia el citoplasma via Exportina 5/Ran GTP igualmente
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procesados, pero especificamente por AGO2, pero en este caso sin procesamiento de la
RNasa Dicer. Los pre-miRNA con 7-methylguanina (m7G)- son dependientes de Dicer para
completar su maduracion citoplasmica, pero difieren en su destino citoplasmético y son
siempre dependientes de Dicer para completar su maduracion (Vaucheret et al., 2004; Cai
etal., 2009). Todas estas vias tienen en comdn que conducen a un complejo funcional
miRISC. Los efectos de esto generalmente se relacionan a una inhibicién traducional, muy
comunmente interfiriendo con el complejo el complejo de iniciacion eucaridtico elF4F,
posteriormente las proteinas de la familia GW182 que se unen a Argonauta reclutan
poliadenilasas de poly(A) PAN2/3 y CCR4-NOT esto remueve el m7G del mensajero. El
proceso general se ilustra en la Figura 6. Es asi el mRNA sufre degradacion via
5'-3'mediante la exoribonucleasa XRN1 lo que afecta la produccién de proteinas especificas
(Alarcon et al., 2015; Hayder et al., 2018).
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Figura 6. Biogénesis general de los miRNAs. En el ndcleo los miRNAs al transcribirse
sufren maduracién para producir un pri-miRNA y después un pre-miRNA posteriormente
son exportados al citoplasma para ser procesados por RNAsas y unirse a proteina Argonauta
una de las hebras del duplex y asi encontrar su secuencia blanco-complementaria. Esto
conduce a 3 posibles efectos ruptura del mRNA, represion traducional y des-poliadenilacién
del mMRNA. Tomada de: Many roads to maturity: milRNANA biogenesis pathways and their
regulation (Winter et al., 2009).

Algunos estudios estiman que un 1% del total del genoma en una especie dada esta
constituido por miRNAs (Syeda et al., 2020). EI nimero de estas moléculas conocidas en
Homo sapiens estd aumentando y al menos la tercera parte de los genes humanos parecen

conservar en las secuencias de sus mensajeros sitios de union a miRNAs (Syeda et al., 2020).
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La deteccion de miRNAs en forma especifica es necesaria para estudiar y evaluar procesos
fisiol6gicos mediante mecanismos de interferencia. También es importante para una mejor
comprension de patologias de gran importancia en medicina humana ya que la desregulacion
de los miRNAs oncogénicos (onco-miRNAs) es comdn en muchas enfermedades,
particularmente en cancer en donde ciertos miRNAs se sobreexpresan o subexpresan de
forma notable (H. Liu et al., 2022).

La investigacion que se lleva a cabo actualmente aborda numerosos aspectos de su
biogénesis, aspectos de su localizacion, movilizacién, su funcion y disfuncién. La forma de
estudiar esto se da a multiples niveles, desde el de moléculas individuales y la determinacion
de sus funciones y asociaciones como en los ncRNAs y el de estudiar células individuales y
sus patrones de expresion diferencial células sencillas mediante resolucion espacial y
temporal (Ciesla et al., 2011; Liang et al., 2013). Los miRNAs son incorporados
selectivamente en los exosomas y son sus elementos centrales, se ha comprobado mediante
secuenciacion masiva que existe una coleccién diversa de especies de ncRNA exosomal de
la cual el més representativo y abundante tipo es el miRNA llegando hasta un 76% del total
de las lecturas de secuencias que pueden ser mapeadas (Bellingham et al., 2012).

Los exosomas en diagnostico tienen ventajas por ser biopsias liquidas liberadas como
entidades estables y esto se basa en su estructura similar a las membranas celulares, tienen la
capacidad de liberar su contenido en células especificas a través de interacciones de receptor-
ligando (Costa-Silva et al., 2015). También la fusion correcta de membranas es importante
en la endocitosis. Para la estimulacion por sefializacion celular los exosomas interaccionan
con receptores especificos localizados en las membranas celulares blanco en tipos celulares
especificos (Costa-Silva et al., 2015).

Para liberar sus RNAs o proteinas citoplasmicas los exosomas deben no solamente unirse
sino introducir su contenido al interior de las células después de la endocitosis, un aspecto
importante que determina la fusion celular del exosoma con su célula blanco es la
composicion relativa de lipidos, entre mayor contenido de balsas lipidicas se facilita su fusion
(Mulcahy et al., 2014). También se ha encontrado que un ambiente extracelular con un pH
acido es determinante para incrementar la fusion de membranas, esto ocurre con tumores de
estomago (Parolini et al., 2009b). Se asume que principalmente mediante mecanismos de

endocitosis simple se incorporan los exosomas en sus células blanco, aungue en algunos
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casos se ha detectado la influencia de proteinas de superficie en los procesos de captacion.
De esta forma se ha establecido claramente que los exosomas circulan en el plasma de
individuos sanos y lineas de evidencia reciente revelan que el intercambio de miRNAs ente
células puede estar acoplado mediante vesiculas (Lotvall & Valadi., 2007; Valadi et al.,
2007). Ademas, se ha demostrado en estudios que existen miRNAs especificos que se
encuentran extracelularmente y que pueden cambiar en sus concentraciones en respuesta a
condiciones fisioldgicas (Skog et al., 2008; Noerholm et al., 2012; Huang et al., 2013).

La presencia de estabilidad relativa en los fluidos biolégicos de RNA libre circulante o
cfRNA (Circulating Free RNA), ha conducido a un mayor interés de su aplicacion en forma
de biopsias liquidas, no invasivas para muchas enfermedades, pero en particular en cancer
(Allegra et al., 2012; Solé et al., 2019). Aun asi, existe poca informacion todavia sobre el
transcriptoma circulante, de ahi la importancia de seguir mejorando los aspectos técnicos
para su evaluacién y en especial con técnicas como microarreglos de expresion o la
secuenciacion masiva de Ultima generacion (NGS), el principal problema de la secuenciacién
de RNA (RNAseq) en plasma es la pobre cantidad y calidad en las muestras del RNA usadas.
Como consecuencia de esto los estudios se enfocan recientemente a la optimizacion de las
técnicas con respecto a estos aspectos (Guo et al., 2017; Solé et al., 2019). La red regulatoria
miRNA-mRNA refleja complejidad funcional, debido a sus combinaciones posibles, ya que
existe multiplicidad en los mRNAs blanco para un determinado miRNA y en la integracién
de sefiales debido a que comunmente varios miRNAS son necesarios para unirse y regular un
tipo de mRNA (Lewis et al., 2003; Bentwich et al., 2005; Huang et al., 2013). Se registran
2,693 miRNAs maduros en la base de datos MiRBase 22.1 y de acuerdo con las predicciones
estos tienen como blanco mas de 5,300 genes. (Griffiths-Jones et al., 2008; Kozomara et al.,
2019). Los miRNAs regulan principalmente en la regién no codificante de los mMRNAs; el
extremo 3'UTR. Los miRNAs desempefian funciones regulatorias importantes de muchos de
los genes mediante el apareamiento al mMRNA, generando asi su degradacion o inhibiendo su
traduccion (Lewis etal., 2003; Lewis etal., 2005). Los miRNAs representan
aproximadamente un 4% de los genes del genoma humano; regulan al menos la tercera parte
de los genes humanos a nivel de la traduccion; cerca de la mitad de los genes de miRNASs

estan presentes en las regiones intergénicas.
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Agregar bajo control de sus propios promotores 0 promotores compartidos, como en el caso
de promotores poli cistronicos (Bentwich et al., 2005). El resto de los genes de miRNAs estan
localizados en genes codificadores de proteinas donde estan bajo control regulatorio de los
promotores de esos genes o promotores especificos de miRNAs (Rodriguez et al., 2004;
Bentwich et al., 2005; Lewis et al., 2005). Su alta conservacion resalta el gran significado de
su funcion bioldgica en la regulacion de la funcién celular, En células animales los miRNAs
son reguladores enddgenos de la expresion genética que funcionan principalmente a nivel
post-transcripcional mediante la inhibicion de la traduccion de los RNAs mensajeros con o
sin degradacion del transcrito en cuestion. Esto se logra mediante su apareamiento por
complementariedad imperfecta a multiples sitios en la region 3° UTR de moléculas de mRNA
blanco es importante mencionar que un solo tipo de miRNA puede regular la expresion de
genes distintos. Un gene en particular puede ser regulado por varios milRNANAs distintos
por lo tanto se consideran como interruptores moleculares maestros que afectan la traduccion
en forma cuantitativa de cientos de mRNAs distintos simultdneamente (Bartel., 2009;
Friedman et al., 2009).

Mediante técnicas computacionales complejas basadas en redes neuronales o modelos de
biologia de sistemas e incluso (IA) Inteligencia Artificial se ha logrado establecer las redes
regulatorias potenciales para conjuntos de miRNAs particulares, esto es importante pues se
establecen enormes cantidades de mMRNAs regulados simultdneamente. Lo interesante es que
solo un conjunto relativamente pequefio de miRNAS son capaces de regular redes complejas.
Estas redes consideran informacion de las distintas bases de datos existentes, asi como de
informacion experimental de interferencia que es integrada en estos modelos complejos, a

continuacion, se describen brevemente algunos ejemplos:

Red 1: Total de miRNAs 19: miRNA-30a-5p, miRNA-30b, miRNA-30c, miRNA-30d,
mMiRNA-30e, miRNA-30e-5p, miRNA-106a, miRNA-20a, miRNA-519d, miRNA-17-5p,
MiRNA-93, miRNA-302b, miRNA-302c, miRNA-373, miRNA-519b, miRNA-519c,
miRNA-181c, miRNA-19a, miRNA-9.

Enlaces de la red: 96. mRNAs regulados: 1536.

Red 2: Total de miRNAs 8: let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i. Enlaces
de la red 32: MRNAs regulados: 361. (Betel et al., 2008; Griffiths-Jones et al., 2008).
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La red regulatoria miRNA-mRNA refleja en su funcionamiento complejidad debido a sus
combinaciones posibles ya que existe multiplicidad en los mRNAs blancos para un
determinado MiRNA y en la integracion de sefiales debido a que cominmente varios
miRNAS son necesarios para unirse y regular un determinado tipo de mRNA (Lewis et al.,
2003; John et al., 2004). Ya se ha demostrado una fuerte correlacion entre los niveles de
determinados mMiRNAs en enfermedades como son el céncer, neurodegeneracion,
enfermedades cardiovasculares y numerosas patologias mas (Condrat et al., 2020). En este
sentido, se desarrollan investigaciones concernientes a la identificacion de marcadores de
diagnostico y prondstico. Es bien estudiado el caso de los miRNAs trasportados en exosomas
cuya funcion es reprimir moléculas de mMRNASs que se tienen como blanco en ciertas células
y tejidos, lo cual se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Valadi et al., 2007; Skog
et al., 2008; Kosaka et al., 2010; Pegtel et al., 2010; Kogure et al., 2011). Se ha observado
una compartimentalizacion de los miRNAs en miRISC con respecto a sus mRNAs blancos
incluyendo el reticulo endoplasmico rugoso (Barman & Bhattacharyya., 2015), los cuerpos
P “(P)-bodies” (Bose et al., 2017), granulos de estrés (SG) (Detzer et al., 2011), la red de
trans-Golgi (TGN), los endosomas tempranos-tardios (Bose et al., 2017), los cuerpos
multivesiculares (MVB), lisosomas (Gibbings et al., 2009) también las mitocondrias (Barrey
et al., 2011) y el nacleo (Gagnon et al., 2014). Con respecto a la actividad de los miRNAs,
esta es resultado de componentes moleculares que facilitan la regulacion genética a nivel
post-transcripcional y estan enriquecidos en sitios donde se localizan los complejos miRISC-
MRNA, el efecto de esto depende de las concentraciones relativas de mMRNA y miRISC en
sublocaciones celulares que promueven una eficiente regulacion de la expresién genética
(Gagnon et al., 2014). Los cuerpos P se identificaron recientemente como sitios en los que
existe evidencia de actividad de supresion por parte de los miRNAs, son sitios muy
localizados y carentes de ribosomas, estan enriquecidos con enzimas de degradacion de
MRNA como las proteinas de eliminacion de “cap”, el complejo CCR4-NOT, XRN1 vy la
familia de proteinas GW182 (Liu et al., 2005).

De forma interesante, se sabe que los miRNA, IncRNAs en EVs no son la forma Unica de
exRNA que esta protegido de la accién de enzimas como las RNAsas. Ademas, existen Y -
RNAs, snoRNAs (small nucleolar RNAs), snRNAs (small nuclear RNAs), piRNAs (piwi
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interacting RNAs) y VtiRNAs (vault RNAS), por mencionar a otros tipos de ncRNAs
transportados en los exosomas, ya que también las proteinas de union a RNA como las de las
familias argonauta y las proteinas LDL y HDL también confieren cominmente resistencia a
nucleasas (Nishi et al., 2015; Atwood et al., 2016).

La Tabla 1 resume aspectos generales de la funcion de los RNAs y su descubrimiento.
También se ha encontrado que existe un rol critico de las proteinas de union al RNA en
aspectos como diferenciacion de células madre pluripotenciales y reprogramacion celular
(Collino et al., 2010). Es notable el descubrimiento que los miRNAs pueden modular la
matriz extracelular y jugar un papel critico en la regulacion de reprogramacion de células

somaticas.

Tabla 1. Tipos de ncRNAS existentes.

RNA Descubierto Funciones generales
RNA 1961 Variadas
mRNA 1961 Molécula intermediaria entre el DNA y la sintesis de proteinas.
tRNA 1961-1962 Cada uno asociado a un amino4cido especifico, hay enzimas que unen tRNA

con el aminoécido correcto, cada secuencia del anticodon del tRNA interaccién
especificamente con los codones del mMRNA y producir proteinas

rRNA Intervienen como componentes estructurales de ribosomas e interactian con
proteinas y otros tipos de RNAs

IncRNA Actlan como reguladores de transcripcién, esponjas de mMilRNANAsS,
cataliticamente modifican otras moléculas

miRNA 1993 Regulacion de expresion génica, a nivel traduccion, pero también tienen
actividad en la transcripcion y posiblemente en la sefializacion por su unién a
receptores

SiRNA 2000 Similar al miRNAs pueden afectar la estabilidad del mRNA

piRNA 2003 Deben de tener un papel mediador de reguladores por mecanismos de

interferencia se sabe que regulan transposones y recientemente ya se les
atribuye regulacién de otros genes

SnoRNA 2006 Modificacion de tRNAs y rRNAs participacion en corte y empalme de mRNA

SnRNA 2007 Constituyendo la maquinaria del espliceosoma o como reguladores en los
cuerpos de Cajal

vaultRNAs | 1986 Se asocian con la membrana nuclear por lo que se relacionan a regular

actividades de procesos de transporte e intercambio nucleocitoplasmaticos

Y-RNA 2000 Necesarios para la replicacion y posiblemente otras funciones mas debido a su
tendencia a unidn con diversas proteinas

Se determind hace muy poco tiempo que la comunicacion intercelular también existe
mediante el transporte de biomoléculas en vesiculas denominadas exosomas. Estos

transportan una gran variedad de biomoléculas y se pueden consultar como ejemplo la
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caracterizacion hecha en el presente trabajo (véase Tablas: 5,6 y 7) (Lotvall & Valadi, 2007,
Valadi et al., 2007). Este hecho permitid inferir que de alguna manera las células podian
influenciar su ambiente cercano y lejano, mediante una transferencia de diversas moléculas,
para reprogramar o regular la expresion gendmica (a manera de un software) de las células
blanco, ya sean cercanas o distales (Lotvall & Valadi, 2007). Esto puede ocurrir al activar,
atenuar o suprimir la expresion de genes en forma muy selectiva, afectando asi el
comportamiento y la funcion celular en su conjunto, con consecuencias para el organismo ya
sean positivas 0 negativas, dependiendo del contenido de los exosomas Y el tipo de células
blanco entre otras cosas (Ghidoni et al., 2008; Meldolesi, 2018). Las vesiculas derivadas de
membranas o PMV por sus siglas en inglés: “Plasma Membrane Vesicles” también son
conocidas como macroparticulas o micro vesiculas; cominmente, de forma menos usual se
les conoce como ectosomas (Meldolesi, 2018). Estas vesiculas son liberadas durante los
procesos de crecimiento, proliferacion, envejecimiento, apoptosis y activacion celular (Morel
et al., 2006; Robbins & Morelli, 2014). Los niveles basales de éstas sones caracteristicos de
individuos sanos y un incremento en su liberacion, debido a ciertos eventos, es una
caracteristica importante de alteracion celular (Morel et al., 2006). Las PMV, dentro de los
cuales se clasifican los exosomas, son liberados tanto de células sanas como en células
cancerosas y pueden servir para la comunicacion intercelular, mediante el transporte de
proteinas, lipidos y RNAs diversos, de células secretoras de exosomas (Freyssinet, 2003;
Ratajczak et al., 2006).

Este trabajo se desarroll6 para la identificacion de biomarcadores de ncRNAs en astrocitomas
pediatricos de lo cual no existe antecedentes a nivel secretoma. No Unicamente considerando
a miRNASs que tienen uso mas generalizado en cancer en general. Las técnicas usadas se
basan principalmente en la evaluacion de los niveles de expresion diferencial de los distintos
genes humanos en condiciones de enfermedad con respecto a un grupo control, a grandes
rasgos los genes pueden: no sufrir cambios en sus niveles de expresion; sufrir un incremento
en estos con respecto al control, lo que llamamos sobreexpresion o sufrir un decremento
respecto al control, lo que llamamos subexpresidn. A pesar de la eficacia de los microarreglos
como el HTA usado en los experimentos presentados en este trabajo que evalGa no solo
expresion diferencial del transcriptoma sino ademas transcritos alternativos, es importante

desarrollar analisis mas profundos en poblaciones de pacientes mayores y aplicar ademas
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estrategias técnicas de validacion, para demostrar la efectividad de cada biomarcador
individualmente en pacientes (Romero et al., 2016). Si se llegan a la estandarizacién de
técnicas de diagnostico es posible utilizar los biomarcadores mediante RT-PCR o pruebas de
microarreglos disefiadas exprofeso. Incluso se deben de incluir otros ncRNAS para una mayor
precision, ya que tienen el potencial de ser biomarcadores en general cuantificando sus
niveles relativos de expresion. Esto es realidad para cancer y otras enfermedades, como lo
son los diferentes transcritos desregulados con caracteristicas promisorias como
biomarcadores. Por lo anterior, se mencionan algunos antecedentes de Y-RNAs, SnoRNAs
y piRNAs.

Y-RNAs

Con respecto a la estructura, los Y-RNAs tiene un tamafio entre los 83 y 112 nt. y son ricos
en pirimidinas y transcritos por la RNA pol Ill; debido a su complementariedad en sus
extremos 5" y 3’, estos mismos forman un “loop” termodindmicamente estable. Algunos
estudios demuestran su capacidad para unirse a proteinas como Ro (Chen & Wolin., 2004) .
Se identifican ya caracteristicas conservadas de los Y-RNAs desde hace tiempo y se
identificaron inicialmente 4 dominios estructurales y funcionales. EI dominio “loop” es el
menos conservado y modula la asociacion con la cromatina, el tallo superior es esencial en
la replicacion del DNA, se sabe que el dominio de tallo inferior es el sitio de union de Ro60

para exportacion nuclear y la cola de poliuracilo se une a la proteina La (Teunissen., 2000).
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Figura 7. Dominios funcionales de los Y-RNAs. EI dominio de asa 0 “Loop Domain” es el
menos conservado y modula la asociacion a cromatina. El dominio de tallo superior “Upper
Stem” es esencial para la iniciacion de la replicacion. El dominio de tallo inferior “Lower
Stem” es el sitio de union de Ro60 participa en la exportacion nuclear. La cola de poliuracilo
“Polyuridine Tail” es el sitio de union de la proteina La. Imagen de: (Teunissen., 2000).

El genoma humano codifica cuatro subtipos de Y-RNAs (hY1, hY3, hY4 y el hY5); en esto
difiere de otras especies, por ejemplo, en roedores existen solo dos tipos (mY1y el mY3)
(Perreault et al., 2005). La conservacion evolutiva es una caracteristica encontrada en Y-
RNAs en vertebrados (Pruijn et al., 1993). Estructuralmente los tallos superior e inferior son
altamente conservados en secuencias de nucleétidos, pero en el caso de las secuencias de
asas internas hay una variacion significativa entre los subtipos de Y-RNAs individuales.
Entre las funciones descritas para los Y-RNAs estd su participacion en la replicacion del
DNA (Christov et al., 2006; Kowalski & Krude., 2015). Los dominios funcionales de estas
moléculas se muestran en la Figura 7.

Todos los Y-RNAs contienen un tallo largo formado por apareamiento de bases entre los
extremos 5” y 3" que contiene el sitio de union a la proteina Ro60, estas moléculas difieren
muy poco en sus estructuras primarias y secundarias (Van-Gelder et al., 1994; Teunissen.,
2000). Actualmente los mecanismos por los cuales los diferentes Y-RNAs afectan a la
replicacion del DNA es un tema que aun merece ser resuelto, pero evidencia reciente de
estudios de mutagénesis en Y-RNAs de vertebrados ha mostrado que el dominio de tallo
superior “Upper stem domain” es suficiente para la funcion de los Y-RNASs en la iniciacion
de la replicacion del DNA (Christov et al., 2008). Este dominio se encuentra en todos los
vertebrados y explica su redundancia funcional en todos estos organismos. Los Y-RNAs de
vertebrados también contienen un motivo altamente conservado GUG-CAC en su secuencia
de nucledtidos que es esencial para la replicacion del DNA (Gardiner et al., 2009; Tebaldi et
al., 2018). Existe también un grupo de proteinas de interaccion involucradas en las
infecciones virales o en la inmunidad innata que interaccionan con los Y-RNAs humanos:
Symplekina (SYMPK); factor de transcripcion de la caja Y (YBX1); helicasa putativa
(MOV-10); apolipoproteina B mRNA; enzima de edicion (APOBEC) y la proteina inducida
por interferon con repeticiones de tetrapéptido (IFIT5). No todas se encontraron
interaccionando con los 4 subtipos de Y-RNAs humanos y es probable que existan funciones

especializadas para los diferentes subtipos de Y-RNAs en relacién con sus proteinas de
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unién. Esta bien documentada la alta abundancia de Y-RNASs en exosomas, esto parece
sugerir que los Y-RNAs pueden desarrollar funciones de sefializacion cuando son
transferidas a sus células blanco y ademas se ha demostrado que fragmentos de Y-RNAs se
liberan en exosomas procedentes de células B, lo que induce efectos inflamatorios por medio
de la liberacion de la proteina quimio atrayente de monocitos 1 (CCL2); la proteina
inflamatoria de macréfagos (CCL4) y de interleucina 6 (IL6) en monocitos, estimulando el
ligando 1 de muerte programada (PD-L1) e inhibiendo la activacion de células T (Riley.,
2009). En otros estudios los Y-RNAs estan sobreexpresados en tumores solidos humanos con
respecto a tejidos sanos, lo que es consistente con su rol funcional conocido en aspectos de
la replicacion del DNA y proliferacion celular ya que podrian acelerar los ciclos de
replicacion de DNA y desregular el tiempo de vida de las células involucradas aumentando
su tasa de division celular ademas se ha demostrado que la degradacion de los Y-RNASs inhibe
la proliferacion celular (Christov et al., 2006; Christov et al., 2008). Los Y-RNAs pueden
inducir la activacion inmune con efectos potenciales de la union de Y-RNAs y la subsecuente
activacion de los receptores tipo “Toll” del aleman “raro” (TLR). En los TLR se encuentran
los dominios TIR que una vez dimerizados por su unién al ligando son detectados “por
proteinas de membrana adaptadoras como TIRAP por ejemplo en el TIRAP-inductor de IFN-
b (TRIF)-y su molécula adaptadora (TRAM). TIRAP y TRAM pueden luego reclutar
moléculas como la proteina mieloide de respuesta de diferenciacion (MyD88) (Driedonks &
Nolte-T’Hoen, 2019). Esto induce la formacién de un enorme andamio oligémerico Ilamado
Myddosoma y en este complejo supramolecular se encuentran enzimas cinasas Yy
concentraciones incrementadas de moléculas sefial las que promueven interacciones
alostéricas e inician la transduccion de sefiales dependiendo del complejo supramolecular
que se forme pueden ser (Driedonks & Nolte-T’Hoen, 2019). las vias dependientes de
MyD88 inducen la produccion de citocinas inflamatorias, o las vias dependientes de TRIF
inducen la cascada de produccion de interferon | (IFN 1) asi como citocinas inflamatorias.
Un ejemplo de inmunidad innata el reconocimiento de moléculas exdgenas de alguin
patdgeno, como bacterias, comienza con el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a microbios (MAMPs) y patrones moleculares asociados a peligro (DAMPS). Los
cuales son reconocidos por diferentes receptores denominados en conjunto receptores de

reconocimiento de patrones como lo son: receptores tipo Toll (TLRs), lectina de unién a
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manosa (MBL), dominios de oligomerizacion de nucleétidos (NOD), receptores (NLRS),
receptores de manosa y otros (Murphy & Weaver., 2018). Sus funciones efectoras de la
activacion de dichos receptores trae como consecuencia la activacion de genes codificantes,
y quizas no codificantes lo que genera distintas respuestas celulares (factores de crecimiento,
moléculas de adhesion, citoquinas, quimiocinas, coestimulacion, opsonizacion fagocitosis,
proliferacion y muerte celular), ademas su conexion con los sistemas de inmunidad mediad
por células se ven afectado en ocasiones por lo que la funcion efectora de células NK y
linfocitos citotoxicos se puede ver influida por este tipo de respuestas también, teniendo
consecuencias en su actividad de eliminacion de tumores solidos y la identificacion de
expresion de proteinas andmalas en células transformadas lo que afecta la homeostasis del
organismo entero. Para al caso de los Y-RNAs asociados a exosomas, se cree que éstos
pueden mediar una amplia gama de efectos de modulacion sobre el sistema inmune; se ha
observado que diferentes subtipos de Y-RNAs difieren en su capacidad de union a TLRs
especificos diferentes (Greidinger et al., 2007). La respuesta inmune antitumoral depende de
células presentadoras de antigenos como células dendriticas y monocitos que actGan en
respuesta a patrones (Palucka & Banchereau, 2014; Pradere et al., 2014). La capacidad para
modular a los linfocitos T y B, de las células dendriticas, se debe a que éstas expresan todos
los tipos de TLRs y por lo tanto son un vinculo entre respuesta inmune innata y adaptativa,
un ejemplo es que la produccion de interferones es necesaria para la respuesta a tumores
(Diamond et al., 2011). Se ha documentado que las células dendriticas activadas por ligandos
de TLR7 pueden inducir respuestas antitumorales por lisis celular (Drobits et al., 2012). Se
ha demostrado que fragmentos de Y-RNA-5 liberados de exosomas optimizan la creacién de
un mejor microambiente para tener proliferacion e invadir las células circundantes
(Chakrabortty et al., 2015).

El control de calidad de los ncRNAs estéa relacionado al complejo de union del Y-RNA con
la proteina Ro (Labbé et al., 1999; Chen & Wolin., 2004). Hay evidencia que sugiere que los
Y-RNAs estan involucrados en regular la degradacion de los RNAs defectuosos en su
plegamiento a través de la interaccién con Ro60 (Fabini et al., 2000; Hogg & Collins., 2007).
Debido a que los Y-RNAs estan presentes en los fluidos corporales como sangre y fluido
seminal y por lo tanto pueden ser usados como biomarcadores de diagndstico no invasivos

es importante su estudio y cuantificacion en diferentes patologias particularmente en cancer
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(Stein et al., 2005; Van-Balkom et al., 2015; Driedonks & Nolte., 2019). Para explicar la
funcién de Y-RNAs en ribo nucleoproteinas Ro, se ha sugerido que inhiben la funcion de Ro
por oclusion estérica del sitio de union en su superficie en el caso de un ncRNA mal
procesado (Fabini et al., 2000; Fouraux et al., 2002).

Seudogenes de Y-RNAs

La existencia de seudogenes de Y-RNAs fue reportada inicialmente en los genomas del raton
y humanos (Weiner et al., 1986). Incluso se ha propuesto que el gen funcional hY5 que
codifica al RNA Y-RNA-5 se origind por un evento de retrotransposicion del gen hY3
(Maraia etal., 1996). De acuerdo con analisis de alineamiento de secuencias se ha
demostrado que existen alrededor de 1,000 seudogenes de Y-RNA en el genoma humano y
la mayoria muestran similitudes de al menos 90% de identidad para alguno de los 4 Y-RNAs.
Algunos investigadores hipotetizan sobre su relativamente reciente aparicién en el genoma
humano mediante eventos de retrotransposicion mediados por elementos L1 (Perreault et al.,
2005). Los elementos moviles o transposones contribuyen enormemente en la evolucion de
genomas de mamiferos. En el caso de los humanos los retrotransposones denominados de la
familia L1 Representan una enorme fraccion del genoma con alrededor del 17% del mismo
(Ostertag & Kazazian., 2001; Kazazian., 2004). Se ha pensado que mas del 99.8% de los L1
son inmoviles por lo que en humano se calcula que solo de 60 a 100 pueden ser realmente
moviles (Goodier et al., 2001; Brohua et al., 2003). La enzima reversa transcriptasa de los
L1 comUnmente trabaja en cis sin embargo se ha detectado su accion en trans, aunque en
mucho menor medida movilizando secuencias de Elementos nucleares dispersos cortos
(SINE). Son secuencias cortas, generalmente de unos pocos cientos de bases, que aparecen
repetidos miles de veces en el genoma humano (Wei et al., 2001). En el caso de humanos el
elemento SINE mas abundante corresponde a los elementos Alu de 300 bp. los cuales son
tan abundantes en el genoma que representan el 11% aproximadamente y estan representados
por 1.1 millones de copias de este elemento SINE (Weiner., 2000). Este mecanismo de retro
transposicion generalmente ocurre cuando un mRNA es retro transcrito y después reinsertado
en nuevas sitios o locus gendémicos mediante la maquinaria de integracion de L1. La
maquinaria de retro transposicion L1 ademas participa en la integracion genémica de muchos

seudogenes procesados, asi como retrogenes quimericos o combinados (Esnault et al., 2000).
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Genes quiméricos por retrotranscripcion con L1y que generan fusiones entre elementos Alu
con ncRNAs son los formados entre Alu y algunos sSnRNAs como lo son los del grupo de U6
(Buzdin et al., 2003). Esto de acuerdo con evidencia de que los eventos de retrotransposicion
de los seudogenes de Y-RNASs ocurrieron por mecanismos en trans utilizando la maquinaria
de L1 cuando ciertas mutaciones impidieron la union de los Y-RNAs a las proteinas con las
que interaccionan como Ro60 y quizas la proteina La. Se ha calculado que las épocas de
integracién y aparicion de los seudogenes de Y-RNAs son simultaneas a la aparicion y
amplificacion significativa en el nimero de copias de los elementos Alu en el genoma
humano, es decir en el Gltimo millon de afios. De la misma forma su localizacion se halla
también en regiones ricas en genes con integracion reciente en los mismos. Es posible que su
presencia indique que son mediadores bioldgicos importantes en la adaptacion y evolucion

gendmica humana reciente (Jurka., 2004).

SnoRNAs

Son una clase de RNAs no codificantes pequefios (60-300 nucle6tidos) estan implicados en
la modificacion quimica del rRNA. Ellos funcionan como guias para la modificacion
postranscripcional del rRNA, pero en afios recientes nuevas funciones en la regulacion de
otras vias celulares fueron encontradas (Scott & Ono., 2011). Existen dos clases principales
de snoRNAs identificados de acuerdo con su secuencia estructura y funcion: los SnoRNAs
de caja C/D y los snoRNAs de caja H/ACA y Una tercera clase menos representada son los
especificos de los cuerpos de Cajal (SCRNAS) estos se asocian a los mismos, los cuales son
subcompartimientos sin membrana muy pequefios en el nucleo, involucrados principalmente
en modificacion post transcripcional de RNA (Scott & Ono, 2011). Los snoRNA de caja C/D
son de aproximadamente 60—200 nucle6tidos, poseen dos cajas conservadas la caja C (motivo
canonico RUGAUGA) y la caja D (con motivo candnico CUGA), su principal funcion es
lleva a cabo la metilacion de 2'-O-ribosa de residuos especificos en las moléculas de rRNA
(Kaur et al., 2012; Mcmahon et al., 2015).

piRNAs (en cancer)

Los RNAs asociados a Piwi (Piwi-RNAs o piRNAs por sus siglas en inglés) son el tipo de

NncRNASs descubierto més recientemente y se identificaron al principio al buscar RNAs que
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pudieran estar interaccionando con la proteina Piwi (Aravin et al., 2006). Varias moléculas
de piRNAs se detectan anormalmente expresadas en células tumorales, indicando una posible
funcion en la actividad de supresores tumorales o promotores tumorales.

Ciertos piRNAs se ha asociado con un fenotipo celular maligno y fase de la enfermedad.
investigaciones sugieren que los piRNAs no son tan complementarios al mMRNA y establece
la idea que participan principalmente en regulacion epigenética como sucede en cancer
(Kim., 2006; Li etal., 2015). Respecto a esto estudios bioinforméticos realizados en este
trabajo sugieren la nocion contraria.

Por otro lado otros investigadores apuntan que los piRNAs pueden inhibir la funcién en
moléculas blanco a través de redes postranscripcionales en forma similar a como lo logran
los miRNASs y estas interacciones piRNAs-RNAs pueden incluir a los INcRNAs y seudogenes
(Peng et al., 2016; Liu et al., 2018). El caso de piR-36712 es conocido por ser un supresor
tumoral y un agente terapéutico en cancer de mama (BC) (Tan etal., 2019). un nivel
incrementado de (piR-932/PIWIL2) reduce la expresion de latexina y promueve la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) en este cancer (Zhang et al., 2013). En el caso de
cancer de pulmon (LC) el piR-651 es conocido por actuar como regulador de tumorogénesis
en lineas celulares humanas 95-D de LC causando la inhibicién de la apoptosis y causando
alteraciones en la expresion de proteinas de apoptosis. El tratamiento de inhibidores para el
piR-651 incrementa la apoptosis a través de caspasa 3 y la proteina BCL limitando asi la
progresion (Yao et al., 2016). El caso de piR-55490 se correlaciona con supervivencia de
pacientes ya que suprime la proliferacion de células de LC y puede ser usado como un blanco
terapéutico (Peng et al., 2016).. El piR-651 se encuentra sobre expresado en carcinoma
géstrico (GC), BC, LC, asi como en lineas celulares de carcinoma hepético (HC) indicando
que este puede funcionar como oncogén.

También piR-651 promueve la transicién entre la fase G2/M en células GC promoviendo la
proliferacion celular (Cheng et al., 2011). Existe un piRNA conocido como piRHepl sobre
expresado en carcinoma hepatocelular (HCC) que promueve la proliferacion hepatocelular e
invasion, esto lo hace uniéndose a PIWIL2 para sobre activar la via de sefializacion
PIBK/AKT (Law etal., 2013). En el caso de glioblastoma el piR-30188 decrementa la
expresion de PIWIL3 y se correlaciona negativamente con glioma de grado patoldgico. El

piR-30188 suprime la proliferacion tumoral celular, invasion, migracion y se une a OIP5-
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AS1 para promover la apoptosis (Liu et al., 2018). En cancer de ovario endometroide el piR-
52207 esta sobre expresado y el piR-33733 mientras tanto se incrementa en cancer de ovario
(Singh et al., 2018).

3.3. Vesiculas extracelulares (EVSs) y exosomas.
El intercambio de informacion entre las células controla en gran medida al desarrollo en
organismos complejos, células de mamiferos y otros organismos se comunican mediante
interacciones celulares, bioguimicas y ademas fisicas como el citoesqueleto (nanotubos y
citonemas) (Tkach & Théry, 2016; Fabbri etal., 2019). Esto define microambientes
particulares, por ejemplo: las células troncales son muy sensibles a las sefiales extracelulares
que definen aspectos de diferenciacion en éstas como en el desarrollo embrionario, los
factores de crecimiento, los cuales pueden actuar en forma ya sea autocrina o paracrinay las
fluctuaciones de sus concentraciones regulan el fenotipo celular y su funcion (Tkach &
Thery, 2016). Un componente de comunicacion bioldgica identificado en afios recientes es
el sistema de vesiculas extracelulares (EV) y/o exosomas, son pequefios paquetes
moleculares secretados por todas las células y estos envian sefiales diversas entre las mismas
( Lotvall & Valadi, 2007; Kosaka et al., 2010). Los exosomas son EVs conformadas por
membranas de lipidos liberadas por varios tipos celulares; son encontradas en el sobrenadante
de una gran variedad de células en cultivo, asi como en todos los fluidos corporales (Khalil
et al., 2009; Mercer et al., 2009; Mercer & Mattick, 2013). La gemacion de microvesiculas y
exosomas fue reportado desde hace més de 50 afios, lo cual parece ser un mecanismo general

para todas las células (Li et al., 2016).

Origen, estructura y funcion de los exosomas

Los exosomas se forman a partir de estructuras llamadas endosomas por gemacion interna de
la membrana plasmatica. En esta etapa se forman las vesiculas intraluminales (ILVs), las
cuales varian de tamafio de los 30 a los 100 nanémetros (nm.) de didametro (Valadi et al.,
2007; Théry et al., 2009). El endosoma tardio es llamado cuerpo multivesicular (MVB) y las
proteinas son empaquetadas directamente en su interior desde el reticulo endoplasmico

rugoso y el complejo de Golgi, al igual que los mMRNAs, miRNAs, otros ncRNAs y los
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fragmentos de DNA (Théry et al., 2006). Asi los MVB pueden ya sea fusionarse con el
lisosoma, para la degradacion de su contenido, o con la membrana plasmética de la célula
para liberar su contenido y con la membrana plasmatica de la célula en si misma, liberando
asi sus ILVs hacia el espacio extracelular en cuyo caso se denominan exosomas (Van-Niel
etal., 2001). Pueden ser incorporados por células especificas, denominadas células blanco,
las cuales pueden estar en el microambiente cercano, o bien ser trasportadas mediante fluidos
biologicos hacia sitios “lejanos” anatdmicamente, en donde se hallan tipos celulares distintos
(Lotvall & Valadi., 2007). Ademas de transportar proteinas caracteristicas y lipidos, los
exosomas llevan acidos nucleicos, siendo diferentes tipos de RNAs no codificantes con
funcion regulatoria los elementos mas notables (Jarvinen et al., 2008). Los exosomas se
proponen como un mecanismo conservado y permite el intercambio de informacion genética
entre tipos celulares distintos. Asi es bien conocido que los exosomas protegen a las
biomoléculas de su degradacion por enzimas (Wang et al., 2009; Aliotta et al., 2010). La
transferencia de mMRNAs adicionalmente puede disparar cambios epigenéticos en las células
receptoras ya que la presencia de otro tipo de transcritos provenientes de otras células
distintas en las células blanco trae como consecuencia la produccion de proteinas distintas de
las que se sintetizan en esa célula en ese momento, esto puede tener un efecto en aspectos
como la transcripcion diferencial, afectacion de vias de sefializacion o supresion de la
expresion de proteinas con funcién protectora o supresora, de esta forma la expresion
genética se ve alterada espacial y temporalmente por la irrupcién de informacion proveniente
en vesiculas desde células a veces remotas a nivel anatdmico (Lotvall & Valadi, 2007). Esto
implica la traduccién del mMRNA en proteinas y se ha demostrado que en células troncales de
humano y ratones, estos exosomas contienen mRNAs de por lo menos 1,300 genes que
pueden ser traducidos in vitro (Valadi et al., 2007). Las moléculas trasportadas por los
exosomas modifican el fenotipo celular, esto ocurre generalmente modificando la poblacion
de transcritos disponibles en las células blanco por diferentes mecanismos, en uno bien
descrito los miRNAs tienen la capacidad de suprimir la expresion de genes importantes o
“hub” como los de cascadas de sefializacion, factores de transcripciéon o de regulacion
metabolica, otro mecanismo es el de la aparicion de transcritos distintos de mMRNAs también
transportadas que tienen efecto debido a su expresion de proteinas distintas a las que se

encontraba expresado al célula blanco, estas proteinas muchas veces tienen funciones
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reguladoras, incluyen miRNAs, estos son conocidos en el control de genes codificantes de
muchas proteinas y IncRNAs moduladores del epigenoma (Valadi et al., 2007; Lésser et al.,
2011). Otra de las funciones reportadas para los exosomas esté relacionada con la exportacion
de productos de deshecho; moléculas menos necesitadas por las células, e incluso se reportan
estudios sobre resistencia a drogas en tratamiento al cancer mediada por exosomas. En un
estudio se report6 que la acumulacion de cisplatino en el compartimiento lisosomal de lineas
celulares con cancer de ovario es reducida, debido a su liberacién por exosomas (Safaei et
al., 2005). También, la liberacion en exosomas de algunos farmacos es comun, por ejemplo,
el cisplatino es 2.6 veces mayor en cantidad que las células normales, esto sugiere que las
drogas empleadas pueden ser encapsuladas por los exosomas y ser expulsadas al exterior
celular (Safaei etal., 2005; Chen etal., 2006). Los exosomas pueden llevar moléculas
pequefias como farmacos u otras sustancias tanto in vivo como in vitro, a diferencia de los
liposomas tradicionales y éstas pueden ser cargadas al interior de las células por transfeccion
para obtener exosomas dirigidos in vitro se pueden cargar a los exosomas purificados por
electroporacion y transfeccion lipidica (Gyorgy et al., 2015; Kourembanas, 2015). En los
ultimos afos, en diversos estudios se ha visto como los exosomas son una fuente natural de
vesiculas, a nano escala, los cuales tienen el potencial para transferir RNAs exdgenos
incluyendo siRNAs (RNAs de interferencia) y miRNAS, hacia células o tejidos blanco-
especificos, con el propésito de silenciar genes y suprimir el crecimiento tumoral (Alvarez-
Erviti et al., 2011; Ohno et al., 2013). Se ha demostrado también que los exosomas pueden
ser exitosamente trasferidos a células blanco especificas con el propoésito de terapia génica
(Mizrak et al., 2013; Shtam et al., 2013).

Las proteinas principales distintivas de los exosomas pertenecen a la familia de las
tetraspaninas: CD9, CD63 y la CD81, ademas el complejo de seleccion exosomal requerido
para transporte ESCRT. Existen proteinas caracteristicas como Alix, TSG101, integrinas,
proteinas de choque térmico y flotilinas (Camussi et al., 2010; Taylor & Gercel-Taylor,
2011). Aunque algunas proteinas son comunes a todos los exosomas como lo son CD63, los
componentes de ESCRT vy del citoesqueleto, otras dependen del tipo celular especifico que
produce Yy libera a los exosomas, como lo son MHC clase | y MHC clase 11 (Camussi et al.,
2010; Taylor & Gercel-Taylor, 2011). Los exosomas son considerados de origen endocitico,

mientras las microvesiculas se producen por gemacion de la membrana plasmatica, otra
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tercera clasificacion incluye a los cuerpos apoptoticos que son liberados por células que pasan
por muerte celular programada y sefiales de empaquetamiento celular de sus restos, existe
controversia respecto al tamafio de los exosomas en cuanto a su clasificacion ya que algunos
autores sefialan su tamafio entre 30 y 100 nm. otros investigadores incluso amplian este rango
de 30 a 200 nm. por lo que aun no hay consenso (Kourembanas, 2015).

En los ultimos afios el rapido desarrollo en el campo de los exosomas ha atraido mucho la
atencion de investigadores y de profesionales del area de diagndstico. Por ser un medio de
comunicacion intercelular recientemente descubierto (Lotvall & Valadi., 2007; Valadi et al.,
2007). Entonces la trasferencia de informacion por los exosomas desempefia una funcion
muy importante en la génesis de tumores, con prospectivas interesantes para su aplicacién en
diagnostico temprano y el tratamiento, asi como la evaluacion de prondsticos. Sin embargo,
la investigacion en exosomas esta todavia en una etapa temprana y existen aun algunos
aspectos que deben ser investigados a profundidad (Valadi et al., 2007; Wahlgren et al.,
2016). Establecer con claridad el contenido total de cada tipo de exosomas es critico para un
entendimiento de su origen celular e informacién contenida, asi como la produccién segura
y efectiva de los mismos. Todavia a la fecha no existen métodos versatiles y precisos para la
caracterizacion de los exosomas ni tecnologias estandarizadas, para su aislamiento y
caracterizacion, también es evidente que hay escasa informacion sobre los mecanismos de
formacion y los componentes que los constituyen bajo diferentes condiciones (Lasser et al.,
2011; Wahlgren et al., 2016). Los exosomas pueden ser usados como sistemas de reparto
basados en sus caracteristicas Unicas y son superiores a los trasportadores artificiales en
muchos aspectos no obstante esto las rutas de administracion, dosis y costos, asi como los
principios de disefio para los exosomas con cargas artificiales para las terapias basadas en
ellos requieren enorme mejoramiento y optimizacién (Wahlgren et al., 2016). Otro aspecto
interesante es que la regulacion de los MRNAS por exosomas enriquecidos con miRNAS o
incluso IncRNAs y otros ncRNAs promotores de tumores no estd bien comprendida. Mas
aun la cantidad de exosomas varia consistentemente de acuerdo con condiciones del
microambiente, y particularmente cuando las células estan sujetas a factores de estrés
(Parolini et al., 2009; Hedlund et al., 2011). De esta forma el elevado pH asociado con el

medio extracelular en tumores sélidos se correlaciona con factores de quimio resistencia y
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agresividad, ademas es considerado como un mecanismo para incrementar la liberacion y

captacion de exosomas (Simon et al., 1994; Mahoney et al., 2003; Nishisho et al., 2011).

DNA en exosomas

Existe un gran desarrollo de pruebas para la deteccion temprana de cancer, a nivel terapéutico
es mejor atacar los tumores cuando su tamarfio es pequefio de alli la importancia de deteccién
temprana, cuando son pequefios son menos complejos y no-metastaticos. Aqui es en donde
el DNA de tumores circulantes (ctDNA) es importante pues se puede aislar de suero y
compromete solo una fraccion del DNA libre en las biopsias liquidas, estas demuestran
correlaciones exitosas con la patologia en tumores solidos. Los niveles de ctDNA son
mayores en pacientes con estadios avanzados de cancer de mama, colon, pancreatico y
gastroesofagico entre otros (Ossandon et al., 2018). Especificamente se ha determinado que
los fragmentos desde 90 a 150 bp. esta enriquecida en estas muestras (Mouliere et al., 2018).
Estudios mas recientes evaluaron diferencias en la fragmentacion por deteccion directa en

etapas tempranas de la enfermedad mostrando claras diferencias (Cristiano et al., 2019).

Exosomas y su contenido como biomarcadores en Astrocitomas (Ast)

Las caracteristicas moleculares son diferentes en nifios y adultos en el caso de los Ast debido
a esto se realizan diferentes investigaciones para determinar las caracteristicas moleculares
de biomarcadores de los pacientes pediatricos con cancer (Hernandez et al., 2022). Un
ejemplo de esto es un trabajo previo donde se encuentran muchos IncRNAs diferencialmente
expresados, con usos potenciales de biomarcadores (Ruiz et al., 2017). También se demostro
un poco después el uso potencial de los ncRNAs en particular los miRNAs como
biomarcadores en astrocitomas pediatricos p-Ast (Lopez et al., 2017). En el afio 2021, la
organizacion mundial de la salud reclasificé a los tumores relacionados al sistema nervioso
central, como ejemplo el glioma angiocentrico, se definio con caracteristicas de fusion
genética, en un evento de este tipo se suele inactivar la expresion de un gen que en este caso
es el gen QKI (Louis etal., 2021). La consecuencia es la inactivacion de la funcion del
supresor tumoral QKI “KH Domain Containing RNA Binding” y por lo tanto la activacion
de MYB Proto-Oncogene, Transcription Factor (Mulholland et al., 2006; Yang et al., 2010).
Este protooncogén MYB afecta la proliferacion celular y genera anomalias durante la
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diferenciacion. ademas, se detectaron alteraciones en otras enfermedades humanas (Ramsay
& Gonda, 2008; Ramkissoon et al., 2013). Debido a que la obtencién de biomarcadores
circulantes es poco invasiva pues se puede obtener facilmente a través de una muestra de
suero sanguineo. Un area de reciente desarrollo es la busqueda de biomarcadores circulantes
en enfermedades complejas de formas menos invasivas por la proclividad a complicaciones
quirargicas. Estos biomarcadores pueden ser proteinas especificas o bien ncRNAs que
pueden expresarse especificamente en ciertos tejidos en determinados estados patoldgicos.
para el caso de astrocitomas existen pocos estudios con exosomas obtenido de pacientes con
este tipo de tumores y se debe incluir la caracterizacion cualitativa y cuantitativas de estos
transcritos con respecto a su desregulacion respecto a controles.Los astrocitomas pilociticos
grado | segin la OMS (PA 1) y astrocitomas difusos segun la OMS grado Il (A 11) exhiben
las caracteristicas morfoldgicas que permiten distinguir estos tumores en la mayoria de las
instancias mientras que PA | exhibe baja celularidad y se caracteriza por ser un tumor
alargado o células tumorales bipolares, acompafiadas por fibras de Rosenthal, y un patrén
vascular tipico con vasos glomerulados y hiailinizados, para los del tipo A 11 mayormente
presente con células de astrocitos moderadamente densas en una estructura suelta
comdnmente con un estroma de micro quistes, con vasos inconspicuos, la variacion
morfoldgica y el limitado material de las biopsias, las variantes raras de PA | como el
astrocitoma difuso pilocitico del cerebelo asemejan la histologia de A Il 'y son muy dificiles
de discernir solo morfolégicamente (Hayostek et al., 1993). Otro obstaculo frecuente para el
diagnostico es un pequefio tamafio de muestra debido a la localizacion del tumor en areas
sensitivas o debido a técnicas como la biopsia estereotéctica, en estos casos marcadores
especificos adicionales del tumor junto con sus caracteristicas pueden ayudar mucho las
mutaciones en el gen citosolico humano NADP+ deshidrogenasa dependiente de isocitrato
(IDH1) se reportan muy frecuentes recientemente, aproximadamente un 70-80% en el A 11,
pero son muy raras en el PA | (Watanabe et al.,, 2009). Por otro lado, los nuevos
descubrimientos establecen una ganancia de nimero de copias en la banda cromosémica
7934 incluyendo el oncogén homologo B1 viral de sarcoma v-raf (BRAF) como una lesién
tipica para PA 1, vista aproximadamente en un 70 % pero este es mucho menos frecuente en
A 1l (Pfister et al., 2008). Estudios recientes encuentran una ganancia en namero de copias

en 7q34 que debe de ser ocasionada por una duplicacién en tandem que produce una fusion
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de los genes BRAF y KIAA1549 los cuales faltan de un dominio auto inhibitorio de tipo
salvaje BRAF. Este evento resulta en la activacion de la via ERK/MAPK y promueva las
transiciones G2/M del ciclo celular. las mutaciones espontaneas de IDH1 en gliomas
inicialmente fueron identificados en un analisis amplio de glioblastomas (Korshunov et al.,
2009). Muy interesantemente solo pocas mutaciones fueron detectadas en glioblastomas
primarios, mientras la mayoria de los secundarios llevan esta alteracion, poniendo la atencion
en los tumores tipo A 1l, de astrocitomas anaplasicos y tumores oligodendrales. las
mutaciones ocurridas en el codon 132 (Balss et al., 2008). Resultan en un cambio de
aminoacido que conducen a la inactivacion de isocitrato deshidrogenasa 1, esto a su vez
activa el estrés oxidativo y | activacion del factor inducible de hipoxia (HIF1) (Pfister et al.,
2008; Korshunov et al., 2009). La frecuencia alta de las fusiones BRAF-KIAA1549 y las
mutaciones IDH1 hacen estas anormalidades genéticas son candidatos para marcadores
moleculares con alto potencial de diagnostico para distinguir el PA 1 del A 1l (Zhao et al.,
2009).

3.4. Biomarcadores en el cancer.
La identificacion de biomarcadores es de suma importancia para poder brindar una mejor
atencion hospitalaria mas rapida y menos riesgosa para los pacientes pediatricos con esta
enfermedad, una ventaja para el caso de biomarcadores en la fraccion del secretoma que seria
el caso de aislamientos de exosomas del suero de estos pacientes es debida a la alta
concentracion de moléculas especificas que son transportadas en un ambiente protector que
la preserva del dafo que pudieran sufrir por enzimas hidrolasas tales como DNAsas, RNAsas
e incluso proteasas, este ambiente protector al interior del exosoma protege su carga o las

moléculas transportadas en su interior eficazmente (Keller et al., 2011; Wang et al., 2014).

Biomarcadores utiles en la clinica

Los RNAs Circulares (circRNAs) son moléculas de RNA no codificantes endogenas que son
muy estables y conservadas evolutivamente (Jeck & Sharpless, 2014). Estas moléculas
exhiben expresion tejido especifica, esta depende del estado de desarrollo. los estudios
bioinformaéticos de secuencias demuestran que mas del 90% de los circRNAS se originan de

exones y tienen una funcion importante en la regulacion post-transcripcional de la expresion
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genética (Memczak et al.,, 2013). Este proceso es desarrollado de tal forma que la
complementariedad de sus secuencias les sirve para interaccionar con moléculas de miRNAs
y afectan la actividad reguladora de los mismos. Normalmente los genes codificantes de
cinasas son sus precursores (Hansen et al.,, 2011). Los circRNAs estan localizados
predominantemente en el citoplasma, pero se ha encontrado que el suero humano contiene
un gran numero de moléculas intactas de circRNAs en forma muy estable (Hansen et al.,
2013). Al igual que otros RNAs los circulares mantienen su actividad bioldgica en los
exosomas y son transferidos exitosamente a las ceélulas blanco. Estas moléculas estan
relacionadas directamente en arterioesclerosis, desordenes del sistema nervioso y cancer
(Hansen et al., 2013). Investigacion reciente en cancer de colon y de estdmago demostrado
que las células tumorales liberan circRNAs que pueden usarse como biomarcadores
especificos para estas enfermedades (Hansen et al., 2013). Sabemos que biomoléculas
especificas estan en circulacion durante el desarrollo del cancer, estas biomoléculas son
secretadas por células y pueden ser ncRNAs, proteinas 0 ncRNAs, también pueden tener la
capacidad de transformar sus células no-neoplésicas blanco (Sato & Weaver, 2018). Algo
importante es que una vez identificadas pueden ser usadas como biomarcadores de cancer,
pero estas clasificaciones comunmente se aplican en adultos (Haug et al., 2015; Kling et al.,
2017). Mediante andlisis computacionales y métodos experimentales, se ha encontrado que
muchos ncRNAs regulan la expresion gendémica a nivel transcripcional y traducional, entre
otras funciones (Gandhi et al., 2018; Fabbri etal., 2019). Estos sistemas de regulacién
metabolica y genética, desarrollados simultaneamente al de proteinas, muestran una
conservacion funcional y en ocasiones de secuencias entre organismos del mismo linaje.
Entonces se consideran los ncRNAs de importancia en la regulacion de la funcion celular y
en mecanismos de adaptacion evolutiva (Mercer et al., 2009; Rashid etal., 2016). Los
ncRNAs pueden ser clasificados generalmente como genes constitutivos “housekeeping” o
de tipo regulatorio (Wei & Zhou, 2016). Los primeros incluyen a los tRNAs, rRNAs, RNAs
pequerios nucleares (SNRNAS), y nucleolares (snoRNAs). Mientras que los clasificados como
regulatorios son los RNAs largos no codificantes (IncRNASs) y los RNAs pequefios no
codificantes (SNncRNAS), clasificados con base en el tamarfio de los transcritos; los primeros

mayores a 200 pares de bases y los tltimos menores que 200 (Wei & Zhou, 2016).

38



mMiRNAs usados como biomarcadores

Un numero creciente de miRNAs circulantes se encuentran con tener el potencial de
biomarcadores de prondsticos para varios tipos de pacientes con cancer, especialmente son
dificiles de detectar en la etapa temprana. Sin embrago la diferencia entre los criterios de
investigacion cientifica y de aplicacion clinica son demasiado obvios. Por esta razén se deben
de examinar cuidadosamente los miRNAs y estar seguros de que no solo este expresado
diferencialmente, sino que también debe de definir la correlacion entre la enfermedad y todos
los pacientes. Los tamafios de muestra “n” limitados son un obstaculo inevitable en la
aplicacion préactica clinica, el nivel de los biomarcadores circulantes puede estar bajo la
influencia de muchas caracteristicas individuales de los pacientes: edad, genero, grupo
étnico, estilo de vida, historia de enfermedades, tipo de hébitat y otras mas. Aun, aungque no
es muy afectado el diagnostico y pronostico por estos factores la proporcion puede ser
limitada, por eso es muy importante estudios de cohorte amplios en evaluaciones futuras de
los biomarcadores. La deteccion de estos biomarcadores puede ser afectada por los métodos
de medicion, instrumentos, y capacitacion técnica y experiencia del personal de laboratorio.
La expansion del tamafio de muestra es por lo tanto un proceso critico para asegurar a
precision del diagndstico en cancer mediante la deteccion cuantitativa absoluta. Los miRNAS
diferencialmente expresados en circulacién ya sean en forma de complejos de ribo
nucleoproteinas (RNP) o los empaquetados en exosomas podrian también estar teniendo
otras funciones o ser consecuencia de los resultados de la enfermedad como metabolitos
transitorios o bien participar en el desarrollo de tumores directa o indirectamente y entonces

no pueden funcionar como biomarcadores por si solos.

Biomarcadores usados en pruebas comerciales

Debido a su capacidad en la diferenciacion de subtipos de cancer, compafiias biotecnologicas
desarrollan productos basados en niveles de expresion de miRNAs para diagndstico,
mediante solo 8 miRNAs, mi-LUNG (Rosetta Genomics Ltd.) identifica los diferentes
subtipos de cancer de pulmén con una elevada sensibilidad (94%) y especificidad (98%)
(Gilad et al., 2012). Ademas de su utilidad diagnostica, diversos indican que la deteccion de
miRNASs en muestras tumorales puede presentar también utilidad prondstica en varios tipos

de cancer, como es el caso de mMiRNA-224 y miRNA-200a en cancer de colon (Pichler et al.,
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2014) y la deteccion del miRNA-155 en linfomas (Pichler et al., 2014). EI analisis de
expresion de ncRNAs (especialmente miRNAs y IncRNASs) en muestras tumorales presenta
relevancia para encontrar posibles biomarcadores de tipo tumoral. Los primeros trabajos de
patrones de expresion de miRNAs como herramientas de clasificacion en los tumores
mostraron que permitian distinguir el origen del tumor y daban informacién sobre su grado
de diferenciacién, también clasificaron tejidos tumorales poco diferenciados (Cai et al., 2009;
T. Song et al., 2010).

Paneles de diagnostico

Los biomarcadores son un area de investigacion que presenta un potencial clinico y logra
proporcionar informacion suficiente sobre el estado de la enfermedad tumoral. Diferentes
etapas y tipos de cancer reflejan una firma Unica y pueden implementarse como
biomarcadores especificos para establecer el tipo de tumor y tener un diagnéstico y
pronostico mas precisos, mejor manejo y tratamiento del cancer. Pueden ayudar en la
deteccion de tumores desde etapas tempranas, para el diagnostico precoz y deteccion de
enfermedad minima residual. Diferentes estudios demuestran que los biomarcadores tienen
relevancia clinica, pero, sin embargo, para facilitar su uso generalizado en la clinica se

requiere de una mayor estandarizacion y validacion de muestras.
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ABSTRACT
Background: Y-RNAs are small noncoding RNAs firstly identified in patients suffering the
Sjogren’s syndrome and lupus erythematosus, having different predicted cellular functions.
Y-RNAs are very abundant ncRNASs present in serum and only a few is known respect their
molecular roles.
Objective: The aim of the study was to determine the circulating Y-RNAs expression from
blood serum of paediatric patients with pilocytic or diffuse astrocytoma.
Materials and methods: Y-RNAs expression was determined by means of the Human
Transcriptome Array (HTA) 2.0 arrays. In addition, a bioinformatic approximation of the
possible biological functions of Y-RNASs was determined with the Random Forest (RF) and
Vector Support Machine (VSM) algorithms.
Results: Data showed a differential expression of RNY-3, RNY-4, and RNY-5 in paediatric
patients with astrocytoma, relative to the control. Meanwhile, RNY-1 was shown to be
upregulated in the diffuse condition versus the pilocytic. The bioinformatic analysis showed
that RNY-4 and RNY-5 had the highest scores of interactions with Claudin, Toll-like
receptors, and Hyaluronidase-1. In addition, the Y-RNAs loop domain by itself had the
highest score of interaction with B cell receptor CD22 (RNY-3) and Toll-like receptor 7 and
3 (RNY-4). Conclusion: Our results showed, for the first time a differential expression of
circulating Y-RNAs in paediatric astrocytoma, allowing to distinguish paediatric subjects
without cancer from patients with paediatric diffuse or pilocytic astrocytoma and their
potential involvement in regulating diverse biological processes, such as immune activation-
suppression, cell signalling, selective transcription, and cell proliferation through activation

of DNA replication.
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INTRODUCTION
The RNA-Protein interactions have a critical participation in the cell function regulation
[1,2]. It is estimated nearly 6% from the human proteome could bind to RNA. Evidence is
available of RNA- proteins network interactions regulating cell signalling and genomic
expression [2,3]. Around 98% of DNA does not code for proteins [4]. Approximately 99%
from the total RNA, in a mammal cell, belongs to non-coding RNA (ncRNA) [5]. The
ncRNAs are classified according to their length as small non-coding RNA (sncRNAs) with
less than 200 nucleotides (nt) and long non-coding RNA (IncRNAs) with 200 or more
nucleotides on length. A type of sSncRNA are Y-RNAs, which were discovered by forming
ribonucleoprotein (RNPs) complexes with the Ro60 (Ro60, Y-RNA Binding Protein) and La
(Sjogren syndrome type B antigen (SS-B)) proteins, and autoantigens in patients suffering
the Sjogren’s syndrome and lupus erythematosus [6]. Y-RNAs, so called due to their
identification in the cell cytoplasm (Y for cytoplasmic), are a family of RNAs transcribed by
the RNA polymerase 11, defined by their structure and affinity by the Ro60 protein [7]. The
four genes are located as a tandem set at the chromosomal locus 7g36 [7]. But each Y-RNA
has its own promoter and is independently transcribed [8]. Structurally, according to
Kowalski and Krude [9], human Y-RNAs have four domains the 5' and 3' ends of the Y-
RNAs hybridize forming a lower and upper double chain, an intermediate loop, and a
polyuracil tail. The conserved binding sites of the Ro60 and La proteins are in the lower
double chain and in the polyuracil tail, respectively. The middle loop is the most variable
region and there is evidence that it binds to various proteins, including nucleolin [10]. Y-
RNAs are highly conserved molecules and their translocation from the nucleus to the
cytoplasm requires their binding to the Ro60 protein and to other sSnRNAs [11-13]. Y-RNAs
can be secreted inside Extracellular Vehicles (EVs) derived from blood or stem cells, immune
system cells, or tumor cells [14-17]. The first analyses concerning Y-RNA quantification in
human cancers were performed with solid tumours from carcinomas and adenocarcinomas
of the lung, kidney, bladder, prostate, colon, and cervix. As a rule, all four Y-RNAs were
shown to be overexpressed in this type of cancers [18]. However, the RNY-5 expression does

not generally correlate with that of the other, which could be explained by the fact that its
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location (cell nucleus) is different from that of the others (cell cytoplasm) [19]. According to
this, recent research has reported the downregulation of all human Y-RNAs in breast cancer,
but RNY- 1, RNY-3, and RNY-4 showed a high expression correlation, whereas that of
RNY-5 was less correlated [20]. Cancer-derived Extracellular Vesicles (Evs) in myelogenous
leukaemia have a relatively high amount of RNY-5, which is the most abundant RNA after
rRNA (ribosomal RNAs) and tRNA (transfer RNAs) [21]. In addition, evidence suggests a
role for Extracellular Vesicles (EVs) as regulators for brain tumour progression [22].
Astrocytoma (Ast) are a heterogeneous group of the central nervous system tumours that
differ in their morphologic characteristics and localization. Until 2016, paediatric and adult
astrocytoma were classified into four main groups based on specific criteria established by
the World Health Organization (WHO). These groups included, pilocytic Astrocytomas
(PAst; grade 1), diffuse Astrocytomas (DAst; grade 11), and anaplastic Astrocytomas (AAst;
grade 111), as well as Glio-blastoma Multiforme (GBM; grade V) [23]. pAst and dAst are
the most frequent tumours in children and aAst and GBM are relatively rare tumours [24].
Pediatric Ast (p-Ast) are the leading cause of childhood solid tumour deaths and although p-
Ast and adult Ast (a-Ast) share signalling pathways that are altered, the molecular
components are distinct [25-27]. Based on this, P-Ast and a-Ast are different clinical entities
with specific genetic alterations. In 2016, the WHO proposed a new Central Nervous System
(CNS) tumour classification based on molecular and epigenetic markers, as well as in the
clinical behaviour of adult patients; however, more studies are needed to provide more
molecular tools to this new classification with the aim of having a better Ast classification,
impacting the diagnosis, prognosis, patient’s survival, and drug therapy. In the present work,
the circulating Y-RNAs expression was determined by means of the Human Transcriptome
Array (HTA) 2.0 Arrays from blood serum samples from paediatric patients with Ast.
Bioinformatical analysis showed their interaction with different proteins, suggesting their

involvement mainly in the control of immune system, cell signalling, and DNA replication.
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MATERIALS AND METHODS
Samples
Blood serum samples from paediatric patients with Ast (PAst, n=10, four boys and six girls;
DAst, n=13, five boys and eight girls) were collected from 2017 to 2020. All children
included in this study were patients from the Children's Hospital Dr. Silvestre Frenk Freund,
National Medical Center XXI Century, Mexican Institute of Social Security (IMSS). The
patient’s age range was 0-15 years with no history of relatives with cancer. All children’s
relatives or tutors signed an informed consent.
Ethics
The project had the approval of the Children's Hospital Dr. Silvestre Frenk Freund, National
Medical Center XXI Century, Mexican Institute of Social Security, Ethics in Security
Research (R-2014-3603- 27), which is in accordance with the 1964 Helsinki declaration and
its later amendments or comparable ethical standards.
Exosome and RNA isolation
Exosomes were isolated with the total isolation exosome kit (from serum) (ThermoScientific)
and the presence and integrity of exosomes was visualized by electron microscopy. For RNA
isolation, exosomes were incubated for 15 h (4°C) with TRIZOL® (this was to optimally
resuspend exosomes) and later with 40 pL chloroform for 15 minutes at 4°C. The aqueous
phase (RNA) was transferred to a new tube and 500 pL isopropanol were added for RNA
precipitation. Finally, RNA was washed three times with 75% ethanol and resuspended in 5
uL RNAse-free water. RNA quantification was performed by spectrophotometry (Nanodrop
1000, Thermo Fisher Scientific).
GeneChip® human transcriptome array 2.0
Three conditions (Control (n=50), pilocytic (n=10), and diffuse (n=15)) were used for the
analysis of differential expression of the exosome- derived transcriptomes. The Human
Transcriptome Array (HTA) 2.0 (ThermoScientific) determined the differential expression
among arrays of distinct experimental conditions. The expression analysis was done by
groups (Pulls) and not individually, therefore, differences in the transcript expression for each

sample could not be detected. With this array, it was possible to evaluate >285,000 full-length
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covered transcripts, >245,000 coding transcripts, >40,000 non-coding transcripts, and
>339,000 probe sets covering exon-exon junctions. Median expression levels (p<0.001) were
significant. Data were uploaded to GEO (Gene Expression Omnibus; number: GSE216815).

Bioinformatic analyses

To perform bioinformatic analyses, the web server interface (free access), belonging to the
lowa State University, was used (RNA-Protein Interaction Prediction Server Protein-RNA
Interaction Database (PRIDB) RPI-Seq Version Dobbs Lab) [28,29]. Sequences of the four
human Y-RNAs were downloaded from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) nucleotide databases. Protein sequences of cell receptors from diverse protein
families were obtained by using key words and Homo sapiens (txid9606), being in total 1319
sequences. Filtered applied: from zero to twelve hundred amino acids in length. Protein
sequences of toll-like cell receptors were downloaded from the NCBI protein database by
using key words: (Toll, Cell, Receptors, and Human) and Homo sapiens (txid9606), being in
total one hundred and nineteen not filtered sequence. The removal of the terminal segments
in the 5"and 3"terminals, to generate transcripts only with the loop domain from the four
human Y-RNAs, was performed. Protein sequences of the Wnt cell receptors were
downloaded by using key words and Homo sapiens (txid9606), being in total thirty-seven
sequences. In the same way, protein sequences related to the Origin of Replication Complex
(ORC) were retrieved using key words and Homo sapiens (txid9606), being in total one
thousand, two hundred eighty-six. Filtered applied from zero to one thousand two hundred
amino acids in length. All the sequences were checked manually to avoid redundant
annotations or duplicated sequences and formatted and ready to be entered into the web
server: http://pridb.gdcb.iastate. edu/RPISeq. In this work, data obtained with the Random
Forest (RF) algorithm were mainly discussed, since its predictions are the most validated at
the experimental level. Only in the interactions of Y-RNAs with the proteins related to the
Origin of Replication Complex (ORC), the scores obtained with Random Forest (RF) and
SVM were shown. This was with the purpose of comparing the results obtained with both
classifiers. Although values greater than 0.5 were taken as significant, those closest to 1 have
the highest probability of occurring in vivo. Essentially, RPIseq exploits the aminoacidic

composition of proteins sequences and the ribonucleotides composition from the RNA
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sequences to predict the probability of in vivo interactions of a pair (RNA-Protein). This web
server RPIseq implements the RPIseq method developed by Muppirala [28,29].This
algorithm takes a data pair of sequence belonging to RNA and protein as an input, and
computes probabilities of interaction through the Random Forest (RF) and SVM trained
classifiers using the datasets from the RP12241. This interface could accept many proteins
against a specific RNA molecule or vice versa users could introduce a maximum of 100

sequences.

String protein network Cytoscape is an open-source software platform for visualizing
molecular interaction networks and biological pathways and integrate these networks with
annotations, gene expression profiles, and other state data. Although Cytoscape was
originally designed for biological research, now it is a general platform for complex network
analysis and visualization [30]. The String Networks were constructed with Cytoscape 3.8.2

for windows, using String Protein Query database.

Enrichment analyses We used PANTHER GO-slim", which uses a selected set of terms
from the Gene OntologyTM for classifications by molecular function, biological process, and
cellular component. The PANTHER Protein Class ontology was adapted from the
PANTHER/X molecular function ontology and includes commonly used classes of protein
functions, many of which are not covered by Gene Ontology (GO) molecular function.

Download the classes and relationship information [31].

RESULTS
GeneChip HTA 2.0 array the comparison between the Pilocytic and Control conditions
showed subtle changes in the expression of RNY-3 (upregulated in PAst) and RNY-4 and -
5 (both downregulated) as shown in Figure 1A and Table 1. By contrast, RNY-1, -3, and -5
were highly upregulated in the diffuse condition compared to the Pilocytic and Control

conditions as shown in Figures 1B and 1C and Table 1.

Predicted human Y-RNAs interactions with proteins.
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To gain insight in Y-RNAs knowledge, the interaction of Y-RNAs with cell receptors was
bioinformatically studied in most cases, the Random Forest (RF) algorithm showed the
highest scores of interactions for RNY-4 and RNY-5, followed by RNY-1 and RNY-3 (Table
2). RNY-4 and RNY-5 showed most interaction with Claudin domain- containing protein,
G-protein coupled receptor 37, cation channel subfamily M, Hyaluronidase-1, and Sorting
nexin-4, among others. Meanwhile RNY-1 with G-protein coupled receptor 37 and Linker
for activation of T-cells for example. RNY-3 has the potential to bind with Lysosome

membrane protein 2 and Fibroblast growth factor 23.

Cell receptors

Results generated by the Random Forest (RF) algorithm showed high scores (7, 8.5, or 9) for
the Y-RNAs and generalized cell receptors interactions. The most significant interactions
corresponded to RNY-4 and RNY-5, followed by RNY-1 and RNY-3 as shown in Figures
2A- 2C. RNY-4 downregulation in the pilocytic and diffuse conditions compared to the
control might result in aberrant Toll-like Receptors (TLRs) activation or OCR control. This
might be affecting cell division and response to stimulus, such as communication of immune
related cells with the local environment as shown in Figures 2D-2F and Figures 3A-3C).
Meanwhile, the overexpression of RNY-1 and RNY-3, in the diffuse and control conditions
relative to the pilocytic one, might be affecting innate and acquired immune related process

as well as cell signalling mechanisms (Figures 2A and 3A).

Table 1: YRNA relative levels detected in exosomal samples of pediatric astrocytoma and controls.

YRNA Diffuse Pilocytic Fold change
RNY-1 15.95 9.37 95.69
RNY-5 10.18 5.5 25.63
RNY-3 18.7 14.19 22.68
RNY+4 8.76 10.68 3.7
YRNA Diffuse Control Fold change
RNY-3 18.74 11.58 143.58
RNY-1 16.15 9.53 98.05
RNY-5 2.81 8.09 3.29
RNYA4 1.61 12.9 -32.63
YRNA Pilocytic Control Fold change
RNY-3 14.43 11.58 121
RNY-5 5.22 8.09 1.3
RNYA4 10.19 12.7 -5.68
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Figure 1: Heatmaps of differentially expressed YRNAs in exosomal samples (A): Pilocytic versus diftuse; (B) Control versus diffuse; (C) Control

versus pilocytic.

Table 2: Top 10 interactions of human T-RMNAs.

TRMAs Subtypes
Protein
NP_or XP_ 1 3 4 5 A
Higher average score for each human YRINAs with different families of receptor proteins

Transient receptor potential cation channel subfamily M 1353082 07 a5 085 Q.85 07875
G-protein coupled receptor 37-1ike 1 4758.3 Qs Q.65 085 09 0.7875

Claudin domainwontaining protein 1 isoform a 1035271 Qs o7 095 o7 Q775
ILysosome membrane protain T isoform 1 54071 Q7 0485 0385 0.7 Q775
Hyaluronidase-1 iseform 3 6050151 0.6 07 0.85 095 Q775
Sorting nexin-4 37851 a5 0.6 0.85 0.85 Q.7625
Linker for activation of Tcells family member 1 isoform a 552011 Q75 0.6 0.85 085 0.7625
Fibroblast growth factor 23 65680.1 Q.65 08 085 Q95 0.7615
Claudin domaincontaining protein 1 isoform d 1035290 Q.65 07 09 03 0.7625
Tumer necrosis factor receptor superfamily member 19 61117.2 ais 0.7 085 Q.5 0.7625

Higher average score for each of the human YRINAs with Tolllike proteins

Bcell receptor CD22 isoferm 1 1762.2 a7 Q.65 09 Q.95 Q.75
Protein une93 homelog B1 112192.2 Q.65 07 0.75 035 0.7375
Tolldike receptor 8 isoform 2 619542.1 0.6 0.8 09 Q.65 0.7375

Tolldike receptor 7 516461 0.55 Q.65 0o 08 0725

Telllike recepror 10 isoform a 1017388 0.55 Q.65 0.8 09 0.715

Tolldiks receptor 8 isoform 1 57694.2 0.65 o7 09 (.65 0.715

Telllike receptor 10 isoform a 1122182 055 Q.65 08 09 0715

Tolldike recepror 5 31592 055 V1] 0.95 08 0.725
MHC class Itelated gene protein isoform 1 15221 0.65 a7 Q.85 Q.65 0.7125
Interleukin-1 receptor type 1 isoform 4 1307913 Q.75 Q.55 (.85 o7 Q7125

Higher average scors for sach of the human TRNAs Loop domains with Tolllile proteins

B-eell receptor CD12 isoform 1 1762.2 0.7 0% 0.8 095 0.7875
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Bcell receptor CD22 isoform 3 1172029 0.7 0.85 0.8 0.7 0.7625
Tolllike receptor 7 57646.1 0.6 0.75 0.85 0.8 0.75
Tolllike receptor 3 3256.1 0.65 a7 0.85 0.7 0.725
Interleukin-1 receptor type 1 isoform 1 868.1 0.6 Q.8 0.8 0.6 0.7125
Becell receptor CD2?2 isoform 4 1172030 0.6 0.8 0.75 0.7 0.7125
Interleukin-1 receptor type 1 isoform 4 1307913 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Protein unc93 homolog BL 112192.2 0.65 0.7 0.7 0.75 Q.7
Tolllike receptor 10 isoform a 1017388 0.6 .75 0.7 0.7 0.6875
Single Ig IL-1-related receptor - 0.55 0.75 0.7 0.75 0.6875
Higher average score for each of the human YRNAs against wat cell reeptors
Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1 isoform 1 1026892 0.6 Q0.5 0.65 0.6 0.5875
Glycogen synthase kinase-3 beta isoform 2 1139628 0.55 0.55 0.6 0.4 0.525
Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1 isoform 3 1177653 0.55 0.55 0.7 0.5 0.575
Metastasis-associated protein MTA1 isoform MTA1s 1190187 0.6 0.6 0.75 0.55 0.625
CCN family member 4 isoform 3 1191798 0.4 0.5 0.65 0.6 0.5375
CCN family member 4 isoform 4 1191799 0.4 0.45 0.6 0.35 Q0.5
Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1 isoform 4 1241881 0.6 0.55 0.65 0.55 0.5875
Protein Wnt-8a isoform 1 precursor 1287867 0.5 0.55 0.8 0.73 0.65
Protein Wnt-8a isoform 2 precursor 1287868 0.45 0.55 0.7 0.7 Q.6
Alphatubulin N-acetyltransferase 1 isoform 5 1305691 0.6 0.55 0.65 0.55 0.5875
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Y-RNA:s interactions with ORC-associated proteins

Predictions showed some of the highest scores for Y-RNAs interactions with ORC-
associated proteins, particularly for RNY-4 and RNY-5 as shown in Table 3. This reinforces
previous evidence indicating the presence of Y-RNAs in Origin of Replication Complex
(ORC) [32]. Interactions with the highest scores involved diverse proteins related to
Deoxyribonucleic Acid (DNA) replication, i.e., DNA polymerases, transcription factors,
helicases, and others. According to the Random Forest (RF) classifier, RNY-4 seems to be
particularly important since it showed a lot of predicted interactions with this type of proteins.
These interactions might have a biological impact on DNA replication and cell proliferation
(Table 3).

Toll-like receptors

Due to experimental evidence indicating the interaction of many Y-RNAs with the Toll-like
Receptor 3 (TLR3) and Toll-like Receptor 7 (TLR7) receptors [28]. Y-RNAs-Toll-like
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receptors interactions were predicted. Like the above results, the RNY-4 and RNY-5 had the
most significant score values of interaction (according to random forest), with a 0.9 score for
the RNY-4 and RNY-5 interaction with CD22 (CD22 molecule) and TLR7 and TLR8. The
RNY-4 interaction with TLR5 showed an interaction score of 0.95 and that of the RNY-5
with TLR10 and the unc-93 protein were 0.9 and 0.85, respectively. When we considered the
average score for the four Y-RNAs, the highest score was with CD22, followed by unc-93,
and TLRs 7 and 8. Interestingly, RNY-4 had the most significant score of interaction with
TLRs. Y-RNAs interactions with TLRs might be related to innate immune system regulation

and consequent feedback by cytokines and/or chemokines secretion by target cells or tissues.

Wnt receptors

To the best of our knowledge, Y-RNAs interactions with Wnt receptors have not been
previously reported; therefore, these interactions were tested. Y-RNAs-Wnt receptors
interactions showed very low score values, suggesting weak probabilities of interaction of

these molecules in vivo.

Y-RNASs loop domain

Recent evidence shows the in vivo RNase 1 processing of Y-RNAs, producing different
fragments of different size of these RNAs [29]. Based on this, the interaction of the loop
domain of the Y-RNAs with TLRs was tested. Data showed high scores of interactions,
which were very similar to that obtained when the whole Y-RNAs (with their four domains)

were, analysed (Table 2).

Y-RNAs interactions with the ORC

On average, all four Y-RNAs are significantly overexpressed in solid tumors by 4-fold and
13-fold compared to non-neoplastic tissues. The RNY-1 and RNY-4 expressions were
demonstrated. The downregulation of either RNY-1 or RNY-3, or both by siRNAs, leads to
a significant reduction of the replicating cells in the S phase, indicating their participation in
the Origin of Replication Complex (ORC) formation. In agreement to this, our data showed
a strong interaction of RNY-4 with Minichromosome Maintenance Complex Component 3

(MCM3), which is involved in the initiation of the eukaryotic genome replication. This
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protein, together with other MCM proteins, conform the pre-Replication Complex (pre-RC)
and may be involved in the replication fork formation and in the recruitment of other DNA
replication of related proteins [39]. In pediatric patients with Ast, the circulating RNY-4
expression was considerably diminished suggesting a loss of its regulatory function in
comparison to controls; however, it is important to know if the concentration of free or
packed RNY- 4 in other Extracellular Vesicles (Evs) also decreases. By contrast, the RNY -
5 expression was upregulated, but its interaction scores were not so significant. The
identification of the target cells of the exosomes Pediatric patients with Ast is crucial, since
this will make it possible to know if RNY-4 is integrated to the Origin of Replication

Complex (ORC) of these cells or have different functions.

Y-RNASs loop domain

An interesting result was the fact that the Y-RNASs loop domain by itself interacted with
TLRs, supporting the notion that processed Y-RNA fragments could be functional [40]. This
domain is the least conserved in Y-RNAs and, according to this, it is speculated that the loop
domain gives a specific function to each Y-RNA among species. In fact, this domain could
be participating in specific cellular functions [41,42]. Either as activator or modulator of their
function and has been experimentally used for several protein binding sites for the Y-RNAs
loop domain for proteins such as Nucleolin (NCL), Polypyrimidine- tract Binding Protein 1
(PTBP1) and Z-DNA-Binding Protein 1 (ZBP1) [9].

Protein interactome and PANTHER and string analyses

To gain insight into the biological impact of Y-RNAs interactions with cell receptors, the
protein interactome as shown in Figure 2A and the biological processes were analysed with
string and PANTHER. The main biological processes in which these proteins are
participating were cellular and metabolic processes, and biological regulation as shown in
Figure 3A. Meanwhile, TLRs interactome mainly showed the interaction between TLRs and
to a lesser extent with other proteins of with which Y-RNAs interact as shown in Figure 3B.
According to PANTHER, TLRs interactome are involved in the control of metabolic process

and response to stimulus as shown in Figure 3B. Origin of Replication Complex (ORC)
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proteins interactome showed a complex network of interactions mainly involved in biological

regulation, cellular process, and developmental process as shown in Figure 3C.

DISCUSSION
Circulating Y-RNAs showed relative high expression changes among the studied groups, and
they were predicted to be involved in controlling specific signalling pathways. Their role as
biomarkers for p-Ast has to be established with further studies. This type of RNAs is involved
in diverse biological processes, such as cell communication, immune activation and DNA
replication [33]. Evidence has demonstrated individual interactions of Y-RNAs with specific
proteins as TLRs. However, to our knowledge, Y-RNAs interactions with different protein
families have not been tested. Therefore, the present study showed a predictive approach to
identify Y-RNASs interactions with different types of proteins. Interactions with TLRs were
predicted to validate our bioinformatics model. Data indicate strong interactions of Y-RNAS
with protein families not previously described. The enigma regarding the relative abundance
of Y-RNAs and their fragments in serum, as well as their function as circulating molecules
it is still unknown. In healthy individuals, circulating Y-RNAs have been described as both
free circulating molecules and inside Extracellular Vesicles (EVs), and their overexpression
was observed in cancer [34,35]. The predictions of interaction probabilities presented here
support the notion that Y-RNAs could be effectively multitasking molecules, regulating key
biological processes by controlling metabolism pathways and by affecting cellular processes
in cancer or other pathologies. Thus, as an aftermath of molecular interactions with cell
receptors or other type of proteins this might result in the immune signalling regulation by
activating cellular processes as apoptosis, abnormal cell proliferation, cell cycle alterations,
and others. Our predictions showed the interaction of Y-RNAs with diverse cell receptors,
which could change cell responses to environment. The fact that specific subtypes of Y-
RNAs showed higher interaction scores with specific proteins could indicate specific
functions for each of these ncRNAs. Therefore, this type of studies allows us to predict
specific interactions from the whole Y-RNAs molecules or from their fragments with cell
receptors, which in turn might trigger signalling cascades depending on the cell receptor
repertoire and the relative abundance of the distinct Y-RNASs subtypes in a tissue. The highest

score values were observed for RNY-4 and RNY-5 by interacting with different types of
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proteins. It is of interest to note the high scores for RNY-4 and RNY-5 interactions with
TLR10and TLR5. TLR10, unlike other TLRs, do not activate the immune system and instead
they suppress inflammatory signalling [36]. Importantly, TLR10 ligand has not been
identified yet and these Y-RNASs could be natural ligands for this receptor. Meanwhile, TLR5
is an immune sensor and a receptor recognizing flagellated bacteria, and it is involved in the
control of inflammatory responses and adaptive immunity [37,38]. In innate immunity TLRs
induce cell activation leading to cytokine release. Particularly, the activation of TLR3, TLR7,
TLR8, and TLR9 induce the expression of inflammatory-cytokines and type | interferons to
counteract viral infections. TLRs are ancient elements of the immune system and, similarly
to Y-RNAS, they are evolutionarily conserved. Since Human embryonic kidney 293 (HEK
293) cells express TLR-3, TLR-7, or TLR-8, these cells were used to determine the TLR-
inducing activities of Y-RNAs. This study showed that human and murine RNY-3 induces
the activity of TLR-3, but not that of TLR7, indicating Y-RNAs specificity for TLRs. For the
first time, it was demonstrated a differential activation of TLRs by distinct Y-RNA subtypes.
According to this study, the authors conclude that Y-RNAs are selective for specific TLRs.

CONCLUSION
This study generated new questions without answers: What are the target tissues of these
RNAs? What are their functions? Does the function of circulating Y-RNAs depend on
whether they travel freely through the bloodstream or go inside Extracellular Vesicles (EVS)?
Y-RNAs might be involved in many cellular functions, depending on many factors, such as
the developmental stage of the organism, the cell type in which each Y-RNA is expressed,
the combination of Y-RNAs expressed in the same cell type, and the proteins and other RNAs
that are co-expressed with them, among others. Our data showed that Y-RNAs could be
interacting with many types of proteins to regulate specific cell responses, but experimental
verification is still necessary. Despite the above, Y-RNAs shown to be potential biomarkers

for LgAst diagnosis and prognosis.
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5. JUSTIFICACION

Son pocos los estudios de caracterizacion del contenido de diferentes tipos de RNAs,
codificantes y no codificantes, asi como proteinas en exosomas, considerando su posible
aplicacion en el diagndstico y tratamiento de enfermedades como el cancer, en particular en
astrocitomas. Existe un enorme interés en estudiar esta habilidad de las microvesiculas o
exosomas respecto a comunicacion intercelular, que puede conducir a reprogramar el
ambiente celular influenciando positiva o negativamente el balance homeostatico en una gran
variedad de respuestas bioldgicas en diferentes tejidos. Esta contribucion tan significativa en
la actividad de transformacion tumoral y procesos paracrinos, y por eso la importancia de
revelar las funciones exactas de estos mecanismos para posteriormente establecer relaciones
con otras vias como aquellas asociadas a factores de crecimiento y citosinas en la respuesta
inmune.

El uso de estas vesiculas derivadas de secretomas representan una alternativa promisoria para
Su uso en terapias de regeneracion tisular y terapia anticancer, ademas pueden ser relevantes
en la disminucion de rechazo en trasplantes, finalmente es esencial descubrir el efecto del
contenido genético de estos exosomas para determinar los blancos de regulacién en células
receptoras y determinar asi las redes de regulacion que pueden estar involucradas en
multiples procesos como crecimiento, muerte y proliferacion celular y la forma en que estos

son afectados.
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6. HIPOTESIS
El andlisis del contenido de RNAs no codificantes, de exosomas extraidos del suero de
pacientes pediatricos con astrocitoma pilocitico o difuso, revelara diferencias cualitativas y
cuantitativas entre ambos subtipos de cancer y con relacion al grupo control. Estas diferencias
y su posible interaccion con proteinas especificas colocarian a algunos de estos

ribonucle6tidos en la lista como biomarcadores potenciales para este tipo de padecimiento.
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7. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la expresion diferencial del transcriptoma global de pacientes pediatricos con

astrocitoma pilocitico o difuso, a partir de exosomas aislados del suero sanguineo.

7.1. Objetivos especificos
e Aislar exosomas del suero de pacientes pediatricos con Ast pilocitico o difuso.
e Evaluar la expresion diferencial de RNAs codificantes y de los ncRNAs, mediante
los microarreglos de expresion HTA_2.0 (ThermoScientific).
e Determinar posibles biomarcadores de diagndstico para los grupos Ast-difuso y Ast-
pilocitico.
e Proponer mecanismos moleculares a nivel funcional a partir de los ncRNAs

diferencialmente expresados.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Muestras.

Las muestras de suero de pacientes pediatricos con astrocitoma se colectaron da en el periodo
del 2017 al 2019 (Tabla 2). Todos los nifios incluidos en este estudio fueron atendidos en el
Hospital de Pediatria “Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto
Mexicano del Seguro Social. Los pacientes incluidos en el presente estudio estuvieron en un
rango de edad de 0-15 afios y no tuvieron antecedentes directos de familiares con cancer. Los
tutores o apoderados legales de los pacientes firmaron un consentimiento informado para
estos analisis.

Tabla 2. Muestras usadas para aislamiento de exosomas en el presente estudio.

Condicion Experimental | Clave | Género
Controles n=50 1-50
Pilocitico n=10 1 Nifo
2 Nifio
3 Nifia
4 Nifia
5 Nifia
6
7
8
9
10
Difuso 11 Nifio
n=5 12 Nifia
13 Nifo
14 Nifia
15 Nifia
16 Nifia

El Proyecto tuvo la aprobacion del Hospital de pediatria Dr. Silvestre Frenk Freund, de
Centro médico Nacional Siglo XXI, del IMSS de acuerdo con la ética de seguridad en
investigacion cientifica (R-2014-3603- 27), de acuerdo a la declaracion de 1964 en Helsinki

en, asi como de sus enmiendas posteriores.
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8.2. Microarreglos de expresion HTA 2.0.
(Human Transcriptome Array 2.0) GeneChip®

Tres condiciones (el grupo control (n=50); el grupo pilocitico (n=10); y el grupo difuso
(n=15) fueron usados para los analisis de expresion diferencial con el microarreglo HTA 2.0
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Con capacidad de detectar la expresion simultanea de
67528 genes. Tipo de microarreglo: HTA-2_0. Tipo de anélisis: Expresion (Gene + Exon).
Version de analisis: version 2. Método de sumarizacion: Gene + Exon - SST-RMA. Pos vs
Neg AUC Umbral: 0.7. Version del genoma: hgl9 (Homo sapiens).
Es importante mencionar que en los analisis de expresion se realizd de muestras de una
condicion experimental determinada y no de forma. Con este microarreglo, es posible evaluar
285,000 transcritos completos incluyendo 245,000 codificantes, 40,000 no codificantes y
339,000 series de prueba que cobren las uniones exon-exon. Los niveles de expresion fueron
significativos con una p < 0.001; para mejorar la significancia estadistica, se determin6 un

valor umbral de 6-veces de cambio.

8.3. Aislamiento de exosomas y purificacion de RNA.

Los exosomas fueron aislados con el kit de aislamiento total de exosomas (de suero) (Thermo
Scientific), al agregar 20 pl del “Total Isolation kit” para cada 100 pl de suero sanguineo.
Entonces, las muestras se incubaron a 4°C por 30 minutos y después se centrifugaron durante
10 min a 10,000xg (4°C). Los sobrenadantes fueron descartados y el pellet recuperado
correspondiente a los exosomas, estos se resuspendieron en 200 pl de TRIZOL® para el
aislamiento de RNA o en 500 ul de PBS (Phosphate Buffered Saline) para microscopia
electronica.

Para la purificacion de RNA se incubaron los exosomas por 15 horas con TRIZOL® a 4°C
(esto fue para resuspender los exosomas dptimamente) y después se transfirieron a un tubo
con 40 ul de cloroformo por 15 minutos a 4°C y la fase acuosa (RNA) se transfirid aun
nuevo tubo, y 500 pl de isopropanol se agregaron para precipitar el RNA . para mejorar el
extracto obtenido de RNA, las muestras se almacenaron a -80°C durante 24 horas y
centrifugadas a 15,000xg por 60 min (4°C).

El RNA exosomal se lavd 3 veces con 75% de etanol y resuspendido en 5 pl de agua libre

de RNAsas. La cuantificacion de calidad y pureza de RNA se llevdo a cabo por
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espectrofotometria (Nanodrop 1,000, Thermo Fisher Scientific) y en geles de agarosa. Se
verificd la integridad de los exosomas con microscopia electronica en el Instituto de
Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM para valorar también la morfologia y (L&tvall et al.,
2014).

8.4. Metodologia bioinformatica.

Identificacion de funciones de miRNAs

Se evaluaron los posibles MRNAs blancos para los miRNAs sobre regulados y sub regulados
en la condicion difusos respecto a la pilociticos. Para predecir RNAs blancos y procesos
bioldgicos afectados se usé un lenguaje de programacion de acceso libre y gratuito mediante
scripts en “R” (lenguaje para computo estadistico y graficas), mediante la suite miRNAtap.
Se utilizaron los 5 algoritmos de prediccion mas usados cominmente: DIANA; Miranda;
PicTar; TargetScan; y miRDB (Krek et al., 2005; Wang., 2008; Paraskevopoulou et al., 2013;
Agarwal et al., 2015).

El algoritmo microT v3.0 usa una secuencia de 38 nt de largo que es movido a lo largo del
extremo 3’UTR. La energia minima de enlace del miRNA, que admite apareamientos
imperfectos (mismatches), es determinada después de cada ajuste o desplazamiento del
marco y se compara con respecto a la energia de una secuencia 100% complementaria y
enlazada a la region 3’UTR. DIANA-microT busca sitios con una protuberancia central
candnica y requiere una complementariedad de 7, 8 o 9 nt. de largo en la region 5 del
miRNA. Puede considerar apareamientos de 6 nt en la regién semilla o de bamboleo y usa
un alineamiento conservativo y no conservativo para incluir posibles mutaciones. Existe
sefial de fondo, basandose en la proporcion del total de blancos predichos para un miRNA
especifico en una region 3’UTR determinada; esto con respecto al numero de blancos
predichos por un miRNA artificial con una secuencia aleatoria=—En dicha region 3°UTR. Este
analisis Nos proporciona un porcentaje de probabilidad de existencia de cada resultado.
DIANA - microT v3.0 TarBase 6.0 es un recurso informético para la prediccion de blancos
y perfiles de expresion (Paraskevopoulou et al., 2013). Las predicciones se basan en el
algoritmo miRanda, este incorpora conocimiento bioldgico actualizado sobre reglas de

apareamiento mediante un compendio actualizado de miIRNANAs de mamiferos
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(Paraskevopoulou et al., 2013). Los perfiles de expresion de milRNANAs se derivan de un
Proyecto de secuenciacion de diferentes tejidos de mamiferos y lineas celulares de condicion
normal y de enfermedades.

El algoritmo PicTar es usado para la identificacion de blancos potenciales de milRNANAs.
Este sitio web es de libre acceso y proporciona detalles como alineamientos 3' UTR con sitios
predichos y enlaces a bases de datos publicas (Krek et al., 2005). Existen predicciones en
PicTar para diferentes genomas: Homo sapiens (hg17), Mus musculus (mm7), Drosophila
melanogaster (dm2) y Caenorhabditis elegans (ce2); se pueden obtener visualizaciones
mediante el visor genomico. “PicTar es un proyecto del centro de gendémica funcional de
Rajewsky en New York y del instituto Max Delbruck Centrum en Berlin (Krek et al., 2005).
TargetScan es util para predecir los blancos potenciales utilizando las 200 mejores
predicciones en cada caso de acuerdo con su puntuacion (Agarwal et al., 2015).

Una vez encontrados los blancos probables 0 mRNAs se buscara correlacionar estos
resultados con los genes encontrados como regulados negativamente. Primeramente, la
bldsqueda es restringida a los sitios que tienen complementariedad total en la region semilla
del miRNA, que es definida como una secuencia de 6 nt. de largo (2-7), la cual es extendida
hasta fragmentos de 21 a 23 nucledtidos que representan interacciones verdaderas. Los
resultados son clasificados en 3 grupos dependiendo de su tamario de apareamiento perfecto
y la presencia de adenina en la primera posicién del mRNA blanco, el cual parece estar
conservado evolutivamente que acta como sitio de anclaje de RISC. Para establecer la
puntuacion, se compararan varios parametros con respecto a valores de referencia
establecidos y validados experimentalmente como son el tipo de apareamiento en la regién
semilla, el contenido de AU 30 nt. rio arriba “up stream” y rio abajo “down stream” de la
region predichay la distancia al extremo mas lejano de la UTR del mRNA. La conservacion
de las regiones semilla entre los 3’UTRs ort6logos y sus miRNASs, es de importancia
fundamental en la puntuacion (score) final (Agarwal et al., 2015).

La miRDB es una base de datos online para la prediccion de blancos de miRNAs con
anotaciones funcionales. Todos los blancos en miRDB son predicciones con la herramienta
MirTarget, la cual se desarroll6 analizando miles de interacciones miRNA-mRNA blanco a
partir de experimentos de secuenciacién masiva. Se lograron identificar las caracteristicas

comunes asociadas a la union de miRNAs con la regulacion negativa de sus moléculas
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blanco, lo que ayuda a la prediccién con métodos de aprendizaje de maquina. La miRDB
posee predicciones para 5 especies: humano, raton, rata, perro y pollo. Los usuarios pueden
proporcionar sus propias secuencias para una busqueda de datos personalizada, usando el
algoritmo de prediccién actualizado. En una actualizacion reciente, miRDB presenta los
perfiles de expresion de cientos de lineas celulares y el usuario puede personalizar su
busqueda (Wang., 2008).

Prediccién de funcion molecular y procesos biolégicos con mapas interactivos

Los analisis para cada condicion se realizaron con el proposito de establecer su participacion
en la regulacion de vias de sefializacion o metabdlicas, usando el diccionario de vias para el
caso de los miRNAs (miRNA Pathway Diccionario Database (miRPathDB)), de libre acceso

en el servidor: http://mpd.bioinf.uni-sb.de.

Identificacion de funciones de INncCRNAs

En la simulacién de estructuras de ncRNAs se usoé el servidor RNAfold, el cual predice las
estructuras de minima energia libre y las probabilidades de apareamiento de bases de
secuencias sencillas de DNA o RNA, y es disponible en el sitio de Vienna RNA Web
Services. Este servidor proporciona programas, servicios web y bases de datos relacionados

al trabajo de estructuras secundarias de RNAs (Gruber et al., 2008).

Identificacion de funciones de Y-RNAs

Para desarrollar estos analisis bioinforméticos se aprovechd la ventaja de una potente interfaz
de servidor perteneciente a la “lowa State University”, denominado: Protein-RNA
Interaction Database RPI-Seq Version. Dobbs Lab.

Los analisis se desarrollaron en el servidor: http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeqg/batch-
rna.html. Debido a la mayor concordancia de RF definir qué es RF, con respecto a los datos
validados experimentalmente, se discuten principalmente los resultados obtenidos mediante
este el algoritmo de clasificacién. Solo en el caso de las proteinas asociadas a origenes de
replicacion, se muestran los resultados de ambos clasificadores: RF “Random Forest” y SVM

“Support Vector Machine”. De acuerdo con los resultados obtenidos, se considera que los
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valores superiores a 0.5 pueden ser significativos, con una mayor probabilidad de ocurrencia
“in vivo” al aproximarse a 1.

Las secuencias de RNA y de proteinas se descargaron de la base de datos de nucle6tidos del
NCBI y del servidor, usando como palabras clave:

(CELL RECEPTOR BRAIN AND HUMAN) AND "Homo sapiens™ [txid9606] y se aplic
el filtro: 0 TO 1200 A.A. length. Se obtuvieron = 1,319 secuencias.

Las secuencias de las proteinas de receptores celulares tipo Toll se descargaron das del
servidor del NCBI usando como palabras clave:

(TOLL CELL RECEPTORS) AND "Homo sapiens” [txid9606] Sin filtro aplicado.
Obteniendo = 119 secuencias.

Las secuencias de receptores wnt se descargaron usando las palabras clave (WNT
RECEPTORS) AND "Homo sapiens" [txid9606]. Obteniendo = 37 secuencias.

Las secuencias de proteinas asociadas a los origenes de replicacion humanos usando como
palabras clave:

(DNA POLYMERASE) AND "Homo sapiens "[txid9606] y el filtro aplicado fue: from 0 TO
1200 A.A. length. Obteniendo = 1,286.

Las secuencias fueron revisadas para evitar anotacion redundante o secuencias duplicadas y
posteriormente formateadas para su uso a través del servidor usado.

Se confirma la precision de las estrategias basadas en secuencias de clasificadores RPISeq,
esto para las simulaciones de interaccion de los 4 Y-RNAs humanos, mediante el servidor
“RNA-Protein Interaction Prediction” (Muppirala., 2013). La eliminacion de los segmentos
terminales en 5" y 3 para generar solo los dominios asa o “loop” a partir de 10s Y-RNAs, esto
con la intencion de simular “in silico” la interaccion del dominio loop con respecto a

diferentes tipos de proteinas humanas de acuerdo con lo que se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Procesamiento de secuencias de Y-RNAs para obtener dominios asa “loop”
usados en simulaciones.

Y-RNA1

Secuencia completa 113 nt.
GGCTGGTCCGAAGGTAGTGAGTTATCTCAATTGATTGTTCACAGTCAGTTACAGATCGA
ACTCCTTGTTCTACTCTTTCCCCCCTTCTCACTACTGCACTTGACTAGTCTTTT

Secuencia removida del extremo 5 GGCTGGTCCGAAGGT
Secuencia removida en el extremo 3 TACTGCACTTGACTAGTCTTTT
Secuencia del dominio “loop” usada en la simulaciéon
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AGTGAGTTATCTCAATTGATTGTTCACAGTCAGTTACAGATCGAACTCCTTGTTCTACTC
TTTCCCCCCTTCTCAC

Secuencia completa 102 nt.

5 GGCTGGTCCGAGTGCA
GTGGTGTTTACAACTAATTGATCACAACCAGTTACAGATTTCTTTGTTCCTTCTCCACTC
CCACTGCTT CACTTGACTAGCCTTTT 3

Secuencia removida del extremo 5” GGCTGGTCCGAGTGCA
Secuencia removida en el extremo 3° CTCCCACTGCTTCACTTGACTAGCCTTTT
Secuencia del dominio “loop” usada en la simulacion

GTGGTGTTTACAACTAATTGATCACAACCAGTTACAGATTTCTTTGTTCCTTCTCCACTC
CCACTGCTT

Y-RNA 4

Secuencia completa Y-RNA 96 nt.
GGCTGGTCCGATGGTAGTGGGTTATCAGAACTTATTAACATTAGTGTCACTAAAGTTGG
TATACAACCCCCCACTGCTAAATTTGACTGGCTTTTT

Secuencia removida del extremo 5” GGCTGGTCCGATG
Secuencia removida en el extremo 3 CTAAATTTGACTGGCTTTTT
Secuencia del dominio “loop” usada en la simulacion

GTAGTGGGTTATCAGAACTTATTAACATTAGTGTCACTAAAGTTGGTATACAACCCCCC
ACTG

A
e

Y-RNA 5
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Secuencia completa 84 nt.
AGTTGGTCCGAGTGTTGTGGGTTATTGTTAAGTTGATTTAACATTGTCTCCCCCCACAA
CCGCGCTTGACTAGCTTGCTGTTTT

Secuencia removida del extremo 5 AGTTGGTCCGAGTGTTG
Secuencia removida en el extremo 3” CAACCGCGCTTGACTAGCTTGCTGTTTT
Secuencia del dominio “loop” usada en la simulacion

TGGGTTATTGTTAAGTTGATTTAACATTGTCTCCCCCCA

Interacciones de piRNAs basadas en termodindmica de ndG mediante LncTar.

Para obtener secuencias de transcritos de oncogenes humanos a través del servidor del NCBI;
con la base de datos “nucleotide”, se usé como palabras clave: (oncogene human) AND
"Homo sapiens "[porgn: txid9606], con un filtro de: 500 hasta 5,000 bp. de longitud de las
secuencias. Se obtuvieron 5,988 secuencias. y del servidor, usando como palabras clave:
(CELL RECEPTOR BRAIN AND HUMAN) AND "Homo sapiens” [txid9606] y se aplicd
el filtro: 0 TO 1200 A.A. length. Se obtuvieron = 1319 secuencias.

Las secuencias de las proteinas de receptores celulares tipo Toll se descargaron das del
servidor del NCBI usando como palabras clave:

(TOLL CELL RECEPTORS) AND "Homo sapiens" [txid9606] Sin filtro aplicado.
Obteniendo = 119 secuencias.

Las secuencias de receptores wnt se descargaron usando las palabras clave (WNT
RECEPTORS) AND "Homo sapiens" [txid9606].

Obteniendo = 37 secuencias.

Las secuencias de proteinas asociadas a los origenes de replicacién humanos usando como
palabras clave:

(DNA POLYMERASE) AND "Homo sapiens "[txid9606] y el filtro aplicado fue: from 0 TO
1200 A.A. length.

Obteniendo = 1286.
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Las secuencias fueron revisadas para evitar anotacion redundante o secuencias duplicadas y
posteriormente formateadas para su uso.

Para calcular las interacciones piRNAs-mRNAs, se utilizd el script LncTar, que es una
modificacion del algoritmo PerlPrimer (Marshall, 2004), este es un codigo abierto en
lenguaje perl para el disefio de oligonucleotidos para PCR, particularmente para PCR tiempo
real. Este cddigo Integra la temperatura y los algoritmos de prediccion primer-primer para la
prediccion de interacciones INCRNA-RNA Interaction Prediction (Marshall., 2004).
Ademas, se integra un programa para calcular estructuras secundarias biomoleculares de las
moléculas de RNA a través del calculo de la minima energia libre (Marshall, 2004).
Calcula la energia libre aproximada de cada apareamiento con los datos recientes que indican
la estabilidad de la complementariedad (Li et al., 2014). Recientemente, se ha hecho uso de
calculos de termodinamica que originalmente se emplearon en doble hélices para calcular el
apareamiento entre RNAs. En el modelo del vecino cercano “Nearest-Neighbor”, el cambio
de la entalpia se considera junto con el cambio de la entropia, para calcular la energia de libre
del apareamiento (Sugimoto et al., 1996). La estabilidad, dependiente de la secuencia de los
RNAs, es determinada por los dobletes de Nearest-Neighbor; por ejemplo, los 10 Gnicos
dobletes internos adoptados en un diplex de RNA son:

AT/AT, TAITA, AAITT, AC/GT, CAITG, TC/IGA, CT/AG, CG/CG, GC/GC y GG/CC
Puede ser calculada a partir de la entalpia y de la entropia con la férmula matematica
desarrollada por el fisico y quimico norteamericano Josiah Willard Gibbs (SantaLucia.,
1998).

AG=Energia libre
AH=incremento de entalpia
T=Temperatura absoluta
AS=incremento de entropia

AGT= AH -TAS
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Algoritmo RPISeq para interacciones Y-RNA-Proteina
Existen 2 formas tradicionales de evaluar las Interacciones de RNA-Proteina (RPI), una de
ellas se basa en resolver los problemas relacionados al problema de prediccién de
interfaces, el cual necesita una enorme cantidad de informacion de bases de datos, de
informacién estructural, la cual es obtenida mediante cristalografia o con técnicas de
resonancia magnética nuclear, como lo es la base de datos de proteinas o (RSCB PDB)
“Protein Data Bank™. Por su parte, la estrategia del problema de prediccion del patrén
cuenta con relativamente poca informacion disponible, aun en bases de datos concernientes
a RPI comprobadas experimentalmente, respecto a ella tenemos el caso del algoritmo RP1Seq
que consiste en una familia de clasificadores para la prediccion de interacciones RNA-
Proteina (Muppirala et al., 2011; Muppirala, 2013). Para calcular esto se necesitan las
secuencias del RNA y de la proteina a evaluar, Unicamente para la alimentacion del modelo.
Solo se considera la informacion de sus secuencias. En forma de representaciones de alfabeto
reducido para clasificar los aminoécidos involucrados para las secuencias de proteinas y el
RNA.
El alfabeto reducido identifica a los aminoécidos de acuerdo con sus caracteristicas
fisicoquimicas, agrupando los de caracteristicas similares en una letra determinada.
Baséandose en lo propuesto por Shen., 2007, quien us6 una representacion de caracteristicas
de triada conjunta “Conjoint Triad Feature” (CTF), esto es basicamente utilizar
distribuciones de frecuencias normalizadas de trimeros, que se extraen de un alfabeto de
reducido de 7 letras para representar a los 20 diferentes aminoacidos posibles de la secuencia
de la proteina (Shen et al., 2007; Muppirala, 2013)..
Este alfabeto se basa en sus momentos de dipolo y el volumen de sus cadenas laterales,
agrupando a los aa. de acuerdo con el codigo de identificacidn de los aminoacidos:

{A, G, V}L{l,L, F,P}L{Y,M, T, S}, {H N, Q W} {R, K}, {D, E}, {C}
La secuencia de RNA es representada entonces como un vector normalizado, de una
composicion 4-mer, y la proteina de una composicion 3-mer. De esta forma, para cada par
de interacciones RNA-Proteinas se obtiene un vector de 599 caracteristicas, de las cuales 343
provienen de la informacién de la proteina. Para cada secuencia proteica se tienen las
siguientes caracteristicas combinatorias:

(7x7x7)=343
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Para cada secuencia de RNA, al ser solo 4 nucledtidos posibles en el polimero de RNA que
conforman trimeros o 3-mer, se tienen entonces las siguientes caracteristicas combinatorias:
(4 x4 x4x4)=256

Dos variantes fueron desarrolladas para RPISeq por Muppirala y sus colaboradores (afio):
RPISeg-SVM: Usa un clasificador de Maquinas de Vectores de Soporte: “Support Vector
Machine” RPISeq-RF: Usa un clasificador de un Bosque Aleatorio “Random Forest”.

Para evaluar su eficacia, se alimentaron en 2 bases de datos, generados a su vez de la base de
datos de interfaces: “Protein-RNA Interface Database” (PRIDB). Para una de ellas, RP12241,
la precision predictiva fue de 89.6% (RF) y 87.1% (SVM). Los valores de F fueron mayores
al 87% para ambos clasificadores. Para la RP1369, la eficacia fue considerablemente menor
para ambos clasificadores, con una precision predictiva de 76.2% (RF) y 72.8% (SVM). Los
valores de F fueron mayores al 0.7 para ambos clasificadores. Como la base de datos RP12241
tiene mucha informacién de datos estructurales y de interacciones ribosomales, y contiene
mas informacion de interfaces que se ha demostrado que esta es la mejor para las
predicciones; en RPI369 estos datos se excluyen.

La medida de F o “F-Measure” es un indicador compuesto que intenta balancear la precision
y exhaustividad con valores de 0 hasta 1. Los valores cercanos a 1 indican resultados mas
probables. El area bajo la curva de la “Receiver Operating Characteristic” (ROC) también
fue calculada por estos investigadores, estableciendo un rango de 0 a 1; el valor de 1 es un
clasificador perfecto y 0.5 seria un clasificador aleatorio. La eficacia de RPISeq, usando
respectivamente RF y SVM, calculada por la curva (ROC), fue de 0.96 y 0.92,
respectivamente, demostrando asi ser muy precisos (Muppirala., 2013). La importancia de
conocer la dindmica de las RPI, a nivel postranscripcional, es importante para su integracion
en redes de regulacion de diferentes procesos biologicos y se basa enormemente en la
disponibilidad de informacion experimental que pueda alimentar estos clasificadores, usando
algoritmos de aprendizaje de maquinas e inteligencia artificial (Mittal et al., 2009; Hafner
et al., 2010; Yang et al., 2015).

En adicidn a sus funciones en la regulacién de la expresion genética, a nivel transcripcional
y post transcripcional, las RPI regulan muchos procesos bioldgicos como es la replicacion de
DNA, la transcripcion en si misma, la resistencia a patdégenos y la replicacion de virus, entre

muchos otros (Hogan et al., 2008; Li & Nagy., 2011). Otra prueba importante, relacionada
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con la eficacia del algoritmo RPISeq, es que se construyeron modelos de redes de interaccion
muy semejantes a las determinadas a partir de factores de transcripcion (Nacher & Araki.,
2010). Incluso, se gener6 una base de datos NPInter de interacciones de bio macromoléculas
con proteinas. A partir de la informacion generada por RPISeq, también se construyeron
redes de interaccion RPI para muchos organismos modelos. En conclusién, el clasificador
SVM es un vector de 599 dimensional que evallUa pares de caracteristicas RNA-Proteina. Sus
resultados muestran una etiqueta binaria, indicando si existe o no interaccion entre el par de
secuencias alimentadas. Mientras tanto, RF es un ensamble de muchos arboles de
clasificacion, cada arbol es entrenado sobre una serie de ejemplos que son muestreados en
forma aleatoria en cada serie de entrenamiento. En cada nodo, la mejor desviacion es
escogida de una serie de variables seleccionada aleatoriamente, a partir un conjunto de
caracteristicas de entrada. Una vez realizada una alimentacion de RF, con la informacion de
las secuencias del par, se seleccionan los mejores valores de todos los clasificadores como la
prediccion de RF. Los autores de RPISeq mencionan haber usado un ensamble de 20 arboles
y series de valores de m = log_2 (nUmero de caracteristicas) + 1 y de 10 caracteristicas para
cada nodo (Schonlau & Zou., 2020). Para determinar la precision de los clasificadores, los
autores usaron las ecuaciones propuestas por Baldi y sus colaboradores en el afio 2000, (Baldi
et al., 2000). Calculando los estadisticos correspondientes; es una métrica empleada en la
medida del rendimiento de los sistemas de busqueda y recuperacion de informacion y
reconocimiento de patrones . Estas ecuaciones se muestran a continuacion: (Baldi et al.,
2000).
Precision =
TP
"TP+FP

Exhaustividad =
TP

TP + FN

Exactitud =
TP+ TN

TP+ TN +FP +FN
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Medida de F =
2 x Precisién x Exhaustividad

Precisién x Exhaustividad

TP = Verdaderos Positivos
FP = Falsos Positivos
TN = Verdaderos Negativos
FN = Falsos Negativos

Se confirma la precision de las estrategias basadas en secuencias de clasificadores RPISeq,
esto para las simulaciones de interaccion de los 4 Y-RNAs humanos, mediante el servidor
“RNA-Protein Interaction Prediction” (Muppirala., 2013). La eliminacién de los segmentos
terminales en 5" y 3"para generar solo los dominios asa o “loop” a partir de los Y-RNAs, se
eliminaron parte de las secuencias hacia los extremos 3 y 5 con la intencion de simular “in
silico” la interaccion del dominio de asa con respecto a diferentes tipos de proteinas humanas.

de acuerdo con lo que se muestra en la (Tabla 3).

Prediccion de vias afectadas por miRNAs mediante miRPathDB

Este servidor valida los blancos principales y sus vias de acuerdo con bases de datos KEGG.
“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” con sede en Kyoto, Japon asi como
“Reactome” y “WikiPathways”. ayudan al usuario a comprender funciones de alto nivel de
sistemas bioldgicos a diferentes niveles, como son el celular, el organismo e incluso el
ecosistema. Funcionamiento parte de un nivel de informacion molecular a larga escala, como

son los datos obtenidos por secuenciacién o microarreglos que es nuestro caso.
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9. RESULTADOS

9.1. Microscopia electronica.
La integridad fisica de los exosomas se corroboré como primer paso de acuerdo con sus
caracteristicas de tamafio y forma mediante técnicas de microscopia electronica. La Figura

8 muestra los exosomas aislados con sus medidas cercanas a 30 o 40 nandmetros.

Presencia de exosomas por
microscopia electronica

con L
8436

e b D50

0

Figura 8. Exosomas aislados de suero de pacientes con Astrocitomas pediatricos
(pilocitico o difuso). Se identificaron por microscopia electronica en el IFC, UNAM. Imagen
Superior: exosomas individuales provenientes de pacientes enfermos y sus dimensiones.
Imagenes inferiores mostrando otros exosomas.

72



9.2. Expresion diferencial del transcriptoma de exosomas circulantes.

NcRNAs

El analisis de los resultados mostré que cerca de la mitad de los ncRNAs circulantes
presentan una expresion diferencial en los grupos pilocitico y difuso versus el grupo control
(Tabla 4). En el caso de la comparacion entre muestras control vs p-Ast pilocitico, los
NcRNAs sobreexpresados representaron el 35.2% y los subexpresados el 64.8%. En cuanto
a transcritos codificantes mMRNAs se detectd que 1,867 subexpresados mientras que 4,273

sobreexpresados (Tabla 4).

Para la comparacion de muestras control vs p-Ast difuso, los resultados mostraron que los
NcRNAs sobreexpresados representaron el 21.6 % vy los subexpresados el 78.4%
sobreexpresados en el grupo difuso respeto al grupo control. En cuanto a transcritos
codificantes mRNAs se detectd que 2,281 estaban subexpresados mientras que 9,342

sobreexpresados (Tabla 4).

La comparacion de los grupos p-Ast difuso versus p-Ast pilocitico mostré que hay 3,893

transcritos de ncRNAs sobreexpresados y 1,118 subexpresados (Tabla 4).

ElI 77.7% y 22.3% de los ncRNAS estan sobre y subexpresados, respectivamente, en este caso
solo el 21.95% estan siendo detectados desregulados de los 22,829 transcritos de ncRNA que

evalua el microarreglo. HTA_2.0 (Tabla 4).

MRNAS

Si ademas se integra la informacion de los transcritos de mRNAS los cuales en un 80.54% se
encuentran sobreexpresados en esta condicion es interesante este nivel de sobreexpresion
para transcritos que codifican proteinas.

En la Figura 9 se muestra la expresion diferencial para los ncRNAs en las diferentes
condiciones, se observa una sobreexpresion marcada en transcritos de la condicion difusa
respecto a control, igualmente en la comparacion de grupo difuso respecto a pilocitico existen

muchos transcritos sobreexpresados.
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Tabla 4. Expresion diferencial transcriptomica total en exosomas de suero de
pacientes con Ast respecto a la condicion control y entre los distintos tipos de tumor.

Exosomas en muestras de Control vs p-Ast pilocitico

GRUPO TOTAL | FILTRO SUBEXPRESADOS | SOBREEXPRESADOS
CODIFICANTES | 44,699 | 6,140 1,867 4,273

NO 22,829 | 2,998 1,058 1,940
CODIFICANTES

TOTAL 67,528 | 9,138 (13.53%) 2,925 (30.01%) 6,213 (67.99%)

Exosomas en muestras de

Control vs p-Ast difuso

GRUPO TOTAL | FILTRO SUBEXPRESADOS | SOBREXPRESADOS
CODIFICANTES 44,699 11,623 2,281 9,342

NO 22,829 6,205 1,342 4,863
CODIFICANTES

TOTAL 67,528 17,828 (26.4%) 3,623 (20.32%) 14,205 (79.68%)

Exosomas en muestras de p-A

st difuso vs p-Ast pilocitico

GRUPO TOTAL | FILTRO SUBEXPRESADOS | SOBREXPRESADOS
CODIFICANTES 44,699 8,978 7,231 1,747

NO 22,829 5,011 3,893 1,118
CODIFICANTES

TOTAL 67,528 13,989 (20.72%) 11,124 (79.52%) 2,865 (20.48%)

El criterio rigorista para proponer a algunos transcritos como biomarcadores, mencionados
en las Tablas 5, 6, y 7 fue de un fold-change de seis como minimo en el microarreglo
filtrando los valores de expresion diferencial mas altos, lo cual fue corroborado al observar
las sefiales fuera de la nube de dispersion de los datos. Asimismo, se observa que la mayoria
de los tipos de ncRNAs se detectaron con desregulacion, con los miRNAs experimentando
mayores cambios tanto de sobreexpresion como de subexpresion.

Para la Tabla 5 de control vs pilocitico destacan sobreexpresados en el control los mMiRNAs
y los INcRNAs y subexpresados en control solo los INcRNAs. Respecto a los datos de control
vs difuso en la Tabla 6 tenemos una significativa proporcion de transcritos de miRNAs y
IncRNASs sobreexpresados en la condicion difusa y destacan algunos miRNAs como lo méas
sobreexpresados en el control con respecto a los otros NcRNAS cuya expresion es minima y
en menor proporcion los SnRNAS, piRNAs y sSnoRNAs.

Para la expresion diferencial donde se comparan los 2 tipos de tumores difuso vs pilocitico, los datos
se muestran en la Tabla 7. Destaca la sobreexpresion de INcRNAs en difusos, asi como de miRNAs,

aunque otros transcritos de ncRNAs se encuentran desregulados positivamente en forma

considerable. Mientras que subexpresados estan los piRNAs y miRNAs principalmente.
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CONTROL VS PILOCITICO, CONTROL VS DIFUSO
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Figura 9. Expresion diferencial secretdbmica de ncRNAs obtenida por microarreglos
HTA 2.0. I1zquierda: control vs p-Ast pilocitico. Centro: control vs p-Ast difuso. Derecha: p-
Ast difuso vs p- Ast pilocitico.

Tabla 5. Identificacidon de los cinco transcritos con mayor expresion diferencial (control
vs pilocitico) por tipo de RNAs, candidatos a biomarcadores en secretoma de Ast.

Tipo de RNA | Total (Total 182) Sobreexpresados en control vs p-Ast pilocitico

INcCRNAS 18 LOC730378, LINC01001, LOC107987206, LOC105378179 y LOC107985634

miRNAs 22 hsa-miRNA-4454, hsa-miRNA-3689b, hsa-miRNA-3689a, hsa-miRNA-3689c y hsa-miRNA-3689f
piRNAs 13 piRNA-32573, piRNA-41929, piRNA-32576, piRNA-48084 y piRNA-42936

snoRNAs 8 Snord-115-36, Snord-115-29, Snord-115-43, Snord-115-11y Snord-115-12

NcRNAs 61 -

MRNAs 60 MUC 4, DNM1P 46, USP17 L6P, DUX 4y REXO 1L2P

Tipo de RNA | Total (Total 54) Subexpresados en control vs p-Ast pilocitico

INcRNAs 1 LOC105375026

MiRNAs 19 hsa-miRNA-4281, hsa-miRNA-4479, hsa-miRNA-642b, hsa-miRNA-320a y hsa-miRNA-4466
Y-RNAs 2 Y-RNA5 y Y-RNA4

snoRNAs 2 Snora-11E y Snord-115-37

NcRNAs 24 -

MRNAS 6 IGHD3-16, IGHD3-10, OR2G3, HLA-DQB1 y Cllorf 87
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Tabla 6. Identificacion de los cinco transcritos con mayor expresion diferencial (control
vs difuso) por tipo de RNAs, candidatos a biomarcadores en secretoma de Ast.

Tipo de RNA | Total (Total 154) Sobreexpresados en control vs p-Ast difuso

IncRNAs 5 LOC105375026, LOC101928618, LOC100289511, LLOXNCO01-250H12 y LOC100506107
miRNAS 53 hsa-miRNA-642b, hsa-miRNA-4281, hsa-miRNA-4769, hsa-miRNA-151a y hsa-miRNA-4479
vaultRNAs 2 vaultRNA1-3 y vaultRNA1-2

SNORNAs 3 Snora-11E, Snord-104 y Snord-117

NcRNAs 63

MRNAS 28 C4B, IGHD3-10, DLAT, ZCCHC 18 y OR5111

Tipo de RNA | Total (Total 1063) Subexpresados en control vs p-Ast difuso

SNRNAs- 46 RNU7-P, RNU6-32P, RNU6-15P, RNU6-1 y RNUG6-2

seudogenes

INCRNAS 100 LNC1689, LOC101060187, LOC100288069, LOC100421169 y LOC11226786

MiRNAS 101 hsa-miRNA-548i3, hsa-miRNA-1290, hsa-miRNA-548h2, hsa-miRNA-548m y hsa-miRNA-1256
piRNAs 36 PiRNA-39345, piRNA-49706, piRNA-42872, piRNA-33741 y piRNA-32573

snoRNAs 35 Snord-115-22, Snord-115-11, Snord-115-10, Snord-115-5y Snord-115-34

Y-RNAs 3 Y-RNA3, Y-RNAly Y-RNA4 P15

seudogenes

NcRNAs 322

MRNAs 420 DNM1P46, GOLGAZ2, USP17L6P, USP17L29 y MUC4

Tabla 7. Identificacidn de los cinco transcritos con mayor expresion diferencial (difuso
vs pilocitico) por tipo de RNAs, candidatos a biomarcadores en secretoma de Ast.

Tipo de RNA | Total (Total 522) Sobreexpresados en p-Ast difuso vs p-Ast pilocitico
SNRNAs- 114 RNU6-15P, RNU7-62P, RNU6-1, RNU7-48P y RNU6-2

seudogenes

INncRNAS 50 LOC102724034, LOC101060022, LOC107987394, LOC100996724 y LOC729218

miRNAs 35 hsa-miRNA-548i-3, hsa-miRNA-548w, hsa-miRNA-548a-2, hsa-miRNA-543 y hsa-miRNA-548i-1
piRNAs 32 piRNA-38063, piRNA-33700, piRNA-50231, piRNA-38854 y piRNA-42872

tRNAs 32 Asn-GTT-5-1, Asn-GTT-9-1, Glu-TTC-10-1, Asn-GTT-1-1y Asn-GTT-6-1

snoRNAs 23 Snord-118-112, Snord-118-113, Snord-13f, Snord-115-22 y Snora-111

Y-RNAs- 7 Y-RNAL, Y-RNA3, seudogene Y-RNA-3, Y-RNA1 seudogene 11, Y-RNALly Y-RNA5
seudogenes

NcRNAs 293

mMRNAS 229 GOLGA 80, receptor olfativo 2J2, GAPDH var 6, C12orf 57 var 6 y SEPT7 P2

Tipo de RNA | Total (Total 62) Subexpresados en p-Ast difuso vs p-Ast pilocitico

piRNAs 21 PiRNA-34584, piRNA-45809, piRNA-48447, piRNA-47240 y piRNA-39384

miRNAs 10 hsa-miRNA-642b, hsa-miRNA-365a, hsa-miRNA-4443, hsa-miRNA-4779 y hsa-miRNA-3690
SNRNAs- 10 RNU6-583P, RNU6-303P, RNU6-100P, RNU6-542P y RNU6-972P

seudogenes

SNORNAs 7 Snora-7215, Snora-72, Snora-7414, Snora-13c y Snora-22b

NcRNAs 48

MRNAS 14 ALG 9, SCL LOCUS, LRRC 37A2, HBA 1; HBA 2 y DMD
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9.3. Expresion diferencial y filtracion de datos.
Debido a que pequefias variaciones en niveles de expresion ocasionalmente son producto de
errores técnicos o experimentales muy leves con el equipo, y las sefiales claramente
distinguibles como individuales se aproximan al seis fold al observar la nube de dispersion,
se decidio filtrar los valores significativos de acuerdo con este umbral y asi asegurar sefiales
de cambio de expresion genuinas y de paso simplificar el andlisis y bdsqueda de
biomarcadores al igual que transcritos desregulados en general.
Basados en este analisis, se propone seguir investigando las huellas especificas de NCRNAsS,
gue mostraron un cambio en su expresion drastico al comparar las condiciones estudiadas los
que son mencionados en las Tablas 5, 6,y 7. Los valores de expresion diferencial para todos
los transcritos tomando un seis fold como umbral de filtracion se pueden consultar en el
Apéndice 1. Asimismo, mas informacion sobre las distribuciones de frecuencias de los
valores de expresion de los transcritos se puede consultar en el Apéndice 2. También, en el
Apéndice 3 se muestran los mapas de calor “heatmaps” de los principales transcritos
sobreexpresados en las condiciones p-Ast difuso y p-Ast pilocitico.
Para identificar huellas moleculares en cada condiciones o patrones de expresion
transcriptomica en cada condicion (Ast-difuso y Ast-pilocitico), mucho trabajo fue hecho en
la seleccion de los transcritos con alta desregulacion, ya sea para los transcritos codificantes
0 no codificantes. Para desarrollar aun un analisis mas selectivo se aplicaron filtros de
expresion diferencial adicionales a los de “2-fold” que desarrolla por defecto la consola TAC,
en sus andlisis de expresion diferencial.
Esto se logré seleccionando los puntos individuales de las sefiales del microarreglo que se
alejaban significativamente de la nube de dispersion. Restableciendo asi este umbral para
distinguir sefiales con clara y consistente desregulacion ya sea positiva 0 negativa
(sobreexpresion o subexpresion) diferencial de transcritos. Respecto a la abundancia relativa
de transcritos en las graficas mostradas se representa la expresion diferencial en la
comparacion Ast-difuso y Ast-pilocitico, lo cual se puede consultar en las graficas de la
Figura 10.
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SOBREEXPRESADOS EN EXOSOMAS DIFUSOS VS PILOCITICOS

1\

® snRNAs-seudogenes. ® IncRNAs. = miRNAs. = piRNAs.

= tRNAs. = snoRNAs. m YRNAs-seudogenes. m mRNAs.

SUBEXPRESADOS EN EXOSOMAS DIFUSOS VS PILOCITICOS

= piRNAs. = miRNAs. = snRNAs-seudogenes. = snoRNAs.

Figura 10. Expresién diferencial en exosomas de p-Ast difusos vs p-Ast pilociticos.

En la gréafica superior los transcritos sobreexpresados, un 56.13% pertenecen a ncRNAS y
43.86% a mRNAs. La grafica inferior corresponde a subexpresados con un 77.41% de

NcRNAs y 22.58% correspondientes a transcritos de RNAS.
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9.4. Biomarcadores moleculares de astrocitomas.
MiRNAS
Los biomarcadores moleculares candidatos se toman de transcritos con una diferencia de
expresion alta en relacion con el grupo control. En las Figuras 11, 12 y 13 observamos los
diagramas de Venn, los cuales muestran los miRNAs sobreexpresados en los grupos difusos
y pilociticos con respecto al control.
En la Figura 11 se observa que hay un grupo de transcritos que se sobreexpresan en ambas
condiciones (interseccion) y también hay miRNAs sobreexpresados en cada condicion. Esta
informacidn es importante porque puede usarse como biomarcadores para distinguir entre
estas condiciones patoldgicas usando exosomas contenidos en el suero de pacientes
Unicamente. En la Figura 12 se visualizan los miRNASs que se encuentran subexpresados en
el grupo difuso y pilocitico respecto al control. También se encontraron INCRNAs claramente
sobreexpresados en los diferentes Ast respecto al control, los cuales se representan en el
diagrama de la Figura 13.
Existen ademéas biomarcadores potenciales expresados como transcritos desregulados de
otros ncRNAs como lo son piRNAs, snoRNAs, snRNAs, algunos seudogenes como los de

Y-RNAs y los mismos Y-RNAs, los cuales se comentan en la discusion mas adelante.
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Figura 11. Diagrama de Venn, miRNAs sobreexpresados en p-Ast. Comparacion de
muestras de difusos (DIFFUSE) y pilociticos (PILOCYTIC) con respecto al grupo control.
Se detectaron: 21 miRNAs para la condicion de exosomas difusos, 3 miRNAs para los
pilociticos y 18 en area de interseccion.
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miRNA-4281
miRNA-4479
miRNA-642-b
miRNA-320-a
miRNA-4466
miRNA-3153

miRNA-335
miRNA-885
miRNA-4769
miRNA-320-e
miRNA-1249

DIFFUSE PILOC¥ITIC

Figura 12. Diagrama de Venn de miRNAs subexpresados en p-Ast. Comparacién de
muestras de exosomas difusos (DIFFUSE) y pilociticos (PILOCYTIC) respecto al control.
Se detectaron: 23 miRNAs para la condicion de exosomas difusos, 8 miRNAs para los
pilociticos y 11 en &rea de interseccion.

DIFFUSE PILOCYTIC

Figura 13. Diagrama de Venn de IncRNAs sobreexpresados en p-Ast. Comparacion de
muestras de exosomas difusos (DIFFUSE) y pilociticos (PILOCYTIC) respecto al control.
Se detectaron: 20 IncRNAs para la condicion de exosomas difusos, 4 IncRNAs para los
pilociticos y 11 en area de interseccion, un ejemplo es LINC-ROR.
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9.5. Anélisis con miRNAtap.

Se trabajé con técnicas de bioinformética para calcular el posible impacto en procesos

celulares por la desregulacion de los miRNAs, considerando sus mecanismos de interaccion

con laregion 3 UTR del mMRNA blanco con el uso de miRNAtap, una herramienta en lenguaje

R. Se analizaron los miRNAs con sobreexpresion en cada condicion para determinar qué

aspectos metabdlicos pueden verse afectados, considerando su interaccion con sus transcritos

blancos. Los 10 principales transcritos con sobreexpresion fueron usados considerando los

grupos difusos o pilociticos, respectivamente (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Anélisis de miRNAs sobreexpresados en el grupo difuso respecto al grupo

pilocitico (miRNAtap).

miRNA

Procesos biolégicos afectados

hsa-miRNA-548i-3

Metabolismo de nucleotidos de purinas, metabolismo de nucleétidos de purinas,
metabolismo ribonucledtidos de purinas, metabolismo de ribonucle6tidos,
metabolismo de fosfatos de ribosa, procesos metabolismo de nucledsidos de trifosfato
de purinas y de ribonucledtidos de purinas, metabolismo de ribonucleétidos,
metabolismo de ribosa fosfato, metabolismo de nucleésidos de purinas,

hsa-miRNA-548w

Metabolismo de ribonucle6tidos de purinas, metabolismo de ribonucledtidos,
metabolismo de fosfatos de ribosa, metabolismo de nucleésidos de monofosfato y el
metabolismo de ribo nucledsidos monofosfato.

hsa-miRNA-548a-2

Metabolismo de ribonucleétidos de purinas, metabolismo de ribonucleétidos,
metabolismo de ribosa fosfato, metabolismo de nucledsidos de monofosfato de purina,
metabolismo de ribosa fosfato y metabolismo de ribo nucledsidos monofosfato.

hsa-miRNA-543

Procesos biosintéticos de péptidos, metabolismo celular de amidas, homeostasis en el
nimero de células, regulacion de sistemas de procesos y formacidn de sinapsis.

hsa-miRNA-548i-1

Metabolismo de nucleétidos de purinas, metabolismo de ribonucle6tidos de purinas,
metabolismo de ribonucle6tidos, metabolismo de ribosa fosfato, metabolismo de
nucledsidos de trifosfato de purinas y metabolismo de ribo nucleosidos trifosfato.

hsa-miRNA-548m

Activacion de linfocitos, activacion de células T, protedlisis, respuesta celular a
estimulos de citoquinas, y metabolismo de glicerol fosfolipidos

hsa-miRNA-548h-2

Metabolismo nucledsidos monofosfato de purinas, metabolismo de ribo nucleésidos
monofosfato,

metabolismo de ribonucleétidos monofosfato de purinas, metabolismo de nucle6tidos
de purinas, y metabolismo de ribonucleétidos de purinas.

hsa-miRNA-1256

Metabolismo de DNA, organizacién del esqueleto de microtdbulos, procesos basados
en microtdbulos, formacién del complejo contenedor de proteinas celulares y
regulacion negativa de la transcripcion.

hsa-miRNA-548a-3

Procesos metabolicos de ATP, metabolismo de ribo nucledsidos trifosfato,
metabolismo de ribo nucleosidos trifosfato de purinas, metabolismo de regulacion de
nucledtidos y respuesta celular por estimulos de dafio al DNA

hsa-miRNA-1290

Reproduccién. Procesos reproductivos, organizacion de estructura extracelular,
procesos de desarrollo involucrados en la reproduccion y regulacion positiva de
adhesion celular.
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Tabla 9. Analisis de miRNAs subexpresados en el grupo difuso respecto al grupo

pilocitico (miRNAtap).

miRNA

Procesos bioldgicos afectados

hsa-miRNA-642b

Respuesta de defensa, respuesta ambiente de radiacion, respuesta inmune innata y
regulacion negativa de la respuesta a estimulos.

hsa-miRNA-365

Regulacidon negativa de la funcién molecular, localizacion celular de proteinas,
localizacion celular de macromoléculas, regulacion negativa de la expresion de genes
y procesos catabdlicos celulares.

hsa-miRNA-4443

Desarrollo de estructuras reproductivas, desarrollo del sistema reproductivo, desarrollo
del cerebelo, desarrollo de glandulas y regulacién positiva de la transduccion de
sefiales.

hsa-miRNA-4779

Polimerizacion de proteinas, polimerizacion de filamentos de actina, organizacion de
filamentos de actina, regulacion de proteolisis y polimerizacion o despolimerizacion
de actina.

hsa-miRNA-3690

Procesos celulares catabdlicos, procesos catabdlicos, reproduccién, procesos
reproductivos y procesos metabdlicos celulares.

hsa-miRNA-320b2

Adhesién celular homofilica via membrana plasmatica, adhesion célula- célula via
membrana plasmatica, deubiquinacién de proteinas, modificacion de proteinas por
proteina pequefia y procesamiento de RNA.

hsa-miRNA-451b

Desarrollo de axones, regulacion positiva del metabolismo celular, regulacion positiva
de procesos metabdlicos, regulacion negativa de procesos cataboélicos y axdn génesis.

hsa-miRNA-606

Morfogénesis embrionaria, Desarrollo embrionario de cordados, regulacién de vias
sefializacion apoptoéticas, organizacion de fibras supramoleculares y organizacion de
citoesqueleto.

hsa-miRNA-151a

Transduccién de sefiales, regulacion bioldgica, respuesta celular a estimulos y
regulacion comunicacion celulares.

9.6. Andlisis con miRPathDB.

Se uso la base de datos mRPathDB con “Biological Process” para determinar los procesos

biol6gicos que podrian estar afectados por la sobrexpresion de los miRNAs en el grupo

pilocitico respecto al control (Figura 14). Asimismo, se calculé para los 5 miRNAS

sobreexpresados en exosomas difusos respecto a los pilociticos (Figura 15). Para algunos

miRNAs sobreexpresados en la condicion difusa se encontr6 evidencia experimental de su

actividad reguladora sobre ciertos transcritos correspondientes a otras patologias (Tabla 10).

Contrariamente en la condicion pilocitica no se encontro evidencia de tipo experimental.
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Figura 14. Procesos bioldgicos para los miRNAs sobreexpresados en pilociticos respecto
a difusos. Basicamente se ven afectados procesos como lo sefializacion de cinasas de ciclo
celular, metabolismo de lipidos y aspectos relacionados a tumorogénesis diversa
(miRPathDB).
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Figura 15. Procesos biologicos para los miRNAs sobreexpresados en difusos respecto a
pilociticos. Se pueden ver afectaciones relacionadas a aspectos relacionados con la
transcripcion por RNA polimerasas 11, proteinas de union al DNA y proteinas regulatorias de
la transcripcion en forma general (miRPathDB).
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Tabla 10. Los miRNAs sobreexpresados en exosomas difusos y genes blanco-validados
experimentalmente.

miRNA Hits || Valor-P | Genes afectados

hsa-let-7a-5p [ 0.015 EGFR, HRAS, KRAS, NRAS, PIK3R1

hsa-let-7a-5p 4 6.83E-04 || EGFR, HRAS, KRAS, NRAS

hsa-let-7b-5p 2 0.034 HRAS, NRAS

hsa-let-7c-3p 9 0.037 CBL, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, RPS27A, SHC1
hsa-miRNA-545-3p 11 | 0.019 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, SHC1, UBB
hsa-miRNA-548aa 12 | 0.024 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBA52, UBB
hsa-miRNA-548ai 10 | 0.033 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, SHC1, UBB
hsa-miRNA-548ap-3p [ 12 [ 0.012 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBA52, UBB
hsa-miRNA-548d-3p [ 11 [ 0.032 CBL, EGF, GABL, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBAS2, UBB
hsa-miRNA-548h-3p |12 [ 0.007 CBL, EGF, EGFR, GABL, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBA52, UBB
hsa-miRNA-548t-3p |12 | 0.024 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBAS52, UBB
hsa-miRNA-5487 12 | 0.007 CBL, EGF, EGFR, GAB1, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, PLCG1, RPS27A, UBA52, UBB
hsa-miRNA-365a-3p | 3 0.012 KRAS, SHC1, UBB

hsa-miRNA-365a-3p | 2 0.003 KRAS, SHC1

9.7. Simulaciones de interaccion de piRNAs sobreexpresados.

Muchos transcritos de piRNAs se detectaron sobreexpresados, entre los mas sobresalientes
se encuentran 32 transcritos sobreexpresados en el grupo difuso (Tabla 11). También se
encontraron 22 piRNAs sobreexpresados en el grupo pilocitico (Tabla 12).

Para poder predecir probabilidades de interaccion RNA-RNA entre los piRNAs desregulados
y el medio circundante de sus sitios probables de liberacidon (células transformadas) se
seleccionaron secuencias de mRNAs con actividad bioldgica relacionada Se realizo un
analisis de prediccion “in silico” de interacciones de estos piRNAs con transcritos de mRNAs
expresados en tejido cerebral correspondientes a factores de transcripcion, receptores
celulares de sefializacion, oncogenes, supresores tumorales y proteinas de metilacion del
DNA para determinar su posible funcion como RNAs interferentes sobre estos transcritos.
En la Tabla 13 se muestran resultados de mayor estabilidad termodinamica, como energia
libre normalizada (ndG). Simulando Interacciones de piRNAs sobreexpresados en exosomas
de Ast difusos. En la Tabla 14 se observa lo mismo para los correspondientes al grupo

pilocitico.
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Las Tablas 13 y 14 proporcionan informacién significativa respecto a las posibilidades de
interaccion de las secuencias de piRNAs sobreexpresados en las condiciones de exosomas
de suero de origenes difusos y pilociticos, respectivamente. Para estos andlisis de interaccion
se escogieron secuencias diversas de receptores celulares, oncogenes y supresores tumorales
con la intencién de evaluar el papel de los piRNAs como RNAs interferentes debido a la
informacion reciente a ese respecto que se ha generado en laboratorios de varios lugares

dedicados a investigacion de ncRNAS.

Tabla 11. Nivel de expresion y secuencias de piRNAs sobreexpresados en exosomas de
p-Ast difusos. Ordenados de mayor a menor Abundancia relativa (Fold-change).

piRNAs sobreexpresados en exosomas de origen difuso respecto a pilociticos
Fold-change piRNA Secuencia nucleotidica
65.16 piR-38063 TACATCATGGACCAAAGGACAGACAGGCTGT
58.22 piR-33700 CTCATTTGGACCAGATGATTGCGTTTTACAA
56.33 piR-50231 TGCAAAGGGAGATGAACAAGCCAAGGTTGCC
50.29 piR-38854 TAGAAGGTGAAAACCAAGGACCTAGGAAA
42.92 piR-42872 TCCAGTGGTGATCTAGGATAAAAGCCTGAGA
39.94 piR-36456 GTCAAAGGTGACATTCAAGTTTCTGGTTTGG
36.36 piR-46038 TCTGCCTGAACTACACTGAGAATGCATGATG
30.58 piR-34892 GAGTTGCTGAATGACAGACCTTGGGTTAC
30.52 piR-57093 TGGTCCACACAGGTTCCTACCACATGTT
23.66 piR-61110 TTGATGGTAATTGAAAGAGCTTTTTGGGTGAC
15.03 piR-50052 TGATGTTCCACTTGTTTCTTCTGTTGCTCC
12.71 piR-59501 TGTTGTGGTATACGTTGTCTTTTCAAGGGGT
12.63 piR-58741 TGTGCACTAGCTGTCATTGGATAAGTCAT
11.76 piR-44932 TCGAGGACTGGTTAGCATTTTGGTAGCACC
11.6 piR-35820 GGACTTGTGTGAAGATGGATCAGGTGTGA
10.9 piR-45292 TCTAACTGCAGCACTGTAACTGGAAGGTTC
10.77 piR-61900 TTTCGGAAACGTAATGGTAGATCAGCTAT
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Tabla 12. Nivel de expresion y secuencias de piRNAs sobreexpresados en exosomas de
p-Ast pilociticos. Ordenados de mayor a menor Abundancia relativa (Fold-change)

piRNAs sobreexpresados en exosomas de origen pilocitico respecto a difuso
Fold-change | piRNA Secuencia nucleotidica
72.39 piR-34584 GAGACCCTGGAATGGACTCGCGGACAGCAGT
31.17 piR-45809 TCTGAAGGTGATCTGGAATCCTAAGGGTGT
20.29 piR-48447 TGAGAGATTTCTCTATTCCTTGCCTCCCCGC
18.88 piR-47240 TGAAGTCTACACGAATGGAAATATATATTC
14.99 piR-39384 TAGCTACTCCCCGCTTCATAAGTGTCGCGT
14.22 piR-38558 TACTATCAACTGCCCCAGAGGATGACTCAGT
10.9 piR-34513 GACTTGACAGATGGTGTGATCTTCAGAGG
10.84 piR-34367 GACCAAGGAGTTCATCTTCTCAGAGCTGCT
10.01 piR-56285 TGGGCTGTAACCATTAAGACTGAAGATTGA

Tabla 13. Interacciones con transcritos vs piRNAs sobreexpresados de exosomas de
Ast difusos. Ordenados de mayor a menor Abundancia relativa (Fold-change) y con el
parametro de energia libres normalizada (ndG).

Abundancia PiRNA ndG GEN Transcrito blanco
65.16 piR-38063 | -6.58 RDH16 Retinol dehydrogenasel6 variante 2
46.67 piR-50231 | -5.58 | UQCRH Ubiquinol citocromo ¢ reductasa proteina
39.94 piR-36456 | -5.13 MYC Protooncogén bhlh factor de transcripcion factor
39.94 piR-36456 | -5.08 | ACCDC2 Contenedor principal Coiled-coild28
46.67 piR-50231 | -4.78 53 C1 Cromosoma 1 marco de lectura abierto
46.67 piR-50231 | -4.78 SPI1 Protooncogén Spi-1lvariante e 1
6.46 piR-47488 | -4.7 NUDT?22 Nudi hidrolasa 22 variante e 2
11.76 piR-44932 | -4.64 | C2AKR1 Aldo-ketoreductasefamilyl variante 3
7.47 piR-56899 | -4.57 | PLAAT4 Phospholipaseaandacyltransferase4
65.16 piR-38063 | -4.53 | RAB33B Oncogenerab33b
9.57 piR-39908 | -4.51 | 1CXCL1 Ligando a motivo quimiocina C-X-C variante
6.89 piR-44560 | -4.50 | DIRAS3 Dirasfamilygtpase3
65.16 piR-38063 | -4.46 2AKT?2 AKT serina/treonina cinasa variante 4
65.16 piR-38063 | -4.46 RAB36 RAB36 RAS oncogén familia variante X5
6.89 piR-44560 | -4.40 WBP1 Wwdomainbindingproteinal
9.57 piR-39908 | -4.37 | CITED1 Trans activador dominio rico en carboxilo Glu/Asp variante 1
65.16 piR-38063 | -4.35 RPL19 Ribosomal proteina | 19 variante 1
42.92 piR-42872 | -4.34 EPHB3 Ephreceptorb3
9.57 piR-39908 | -4.33 DPM3 Doliquil fosfato manosyl transferasa variante regulatoria 1
39.94 piR-36456 | -4.31 | ARHGAP Rhogtpaseactivatingproteinal2 variante 3
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65.16 piR-38063 | -4.29 RET Protooncogén RET variante 1

39.94 piR-36456 | -4.29 IRIGI Sensor de RNA RIG-IRIGI variante 1
65.16 piR-38063 | -4.28 SESN1 Sestrinl variante 3

39.94 piR-36456 | -4.24 | ST6GAL1 ST6 beta-galactosidealpha-26-sialyltransferasel variante 4
9.57 piR-39908 | -4.19 | SETSIP Proteina SET

6.61 piR-59106 | -4.18 | CINOS8OC INOB8O subunidad compleja variante 1
65.16 piR-38063 | -4.16 EAPP E2F fosfo proteina asociada a E2F variante 2
9.57 piR-39908 | -4.14 ABCL BCL11transcriptionfactorl1A variante 34
36.36 piR-46038 | -4.08 THOCS5 THO subunidad compleja 5 variante 3
65.16 piR-38063 | -4.07 | CRHOC Familia con homologia a ras variante 1
58.22 piR-33700 | -4.07 TRIB2 Tribble seudo cinasa 2 variante 1

12.71 piR-42872 | -4.06 | ANAPC15 Promotora de anafase subunidad complejal5 variante 1
12.71 piR-59501 | -4.06 | CUBE2C Ubiquitinconjugatingenzymee?2 variante 1
42.92 piR-59501 | -4.06 | A3AKR7 Aldo-ketoreductasefamily7a3

12.71 piR-59501 | -4.06 | E2CUBE2 Enzima de conjugacion con ubiquitina variante 3
8.16 piR-44580 | -4.04 | 19RPL19 Proteina lisosomal variante 1

42.92 piR-42872 | -4.01 | ZYG11A Zyg-11familyacellcycleregulator variante 1
6.89 piR-44560 | -4.00 MANF Factor neurotréfico derivado de astrocitos
6.89 piR-44560 | -3.99 3ID3 Inhibidor de unién al DNA

10.9 piR-45292 | -3.97 TBX1 T-boxtranscriptionfactorl variante A
23.66 piR-61110 | -3.97 CD99 molécula X grupo sanguineo variante 1
39.94 piR-36456 | -3.94 | SERINC3 Serineincorporator3 variante 1

6.61 piR-59106 | -3.94 | 3CDCA3 Variante asociada a division celular variante 2
58.22 piR-35820 | -3.93 | RAB40B RAB40BRASoncogenefamily variante X5
42.92 piR-44580 | -3.93 TP73 Proteina tumoral p73 variante 5

8.16 piR-44580 | -3.93 GSTA4 Glutation S-transferasa alpha4

23.66 piR-61110 | -3.92 FRMD3 Fermdomaincontaining3 variante 4
23.66 piR-61110 | -3.90 | RPL23A Ribosomalproteinal23a

36.36 piR-44932 | -3.9 DEK Proto- oncogén DEK variante X2

12.71 piR-42009 | -3.89 | 2PDCD2 Muerte celular programada variante 3
6.16 piR-42009 | -3.89 PDCD2 Muerte celular programada 2 variante 7
12.71 piR-59501 | -3.89 SUSD3 Contenedor de sushido principal 3 variante 1
39.94 piR-36456 | -3.88 PCNA Antigeno de proliferacién celular variante 1
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Tabla 14. Interacciones de transcritos vs piRNAs sobreexpresados de (exosomas de
Ast pilociticos). Ordenados de mayor a menor Abundancia relativa (Fold-change) y
con el parametro de energia libres normalizada (ndG).

Abundancia piRNA ndG Gen Transcrito blanco
20.29 piR-48447 | -6.60 MYC Protooncogén bhlh transcripcion factor variante 2
20.29 piR-48447 | -6.47 AXIN2 Axina 2 variante 1
20.29 piR-48447 | -6.26 WIPI2 Repeticion WD de dominio fosfo inositol interaccion 2
variante 1
20.29 piR-48447 | -5.90 TYK2 Tiroxina cinasa 2variante 1
20.29 piR-48447 | -5.90 TYK2 Tiroxina cinasa 2 variante 1
20.29 piR-48447 | -5.72 STK25 Serina/treonina cinasa 25 variante S
20.29 piR-48447 | -5.49 SYNPO2 Synaptopodina 2 variante 3
20.29 piR-48447 | -5.26 SOX12 SRY-box transcripcion factor 12
20.29 piR-48447 | -5.26 EREG Epiregulina
20.29 piR-48447 | -5.26 TPD52 Proteina tumoral D52 variante 5
20.29 piR-48447 | -5.26 | MECOM MDSI1 and EVI1 complejo locus variante 15
20.29 piR-48447 | -5.26 | RALBP1 Rala de union proteina 1
20.29 piR-48447 | -5.26 SOX12 SRY-box transcripcion factor 12
20.29 piR-48447 | -5.26 EREG Epiregulina
8.6 piR-38818 | -5.13 | CTNND2 Catenina delta 2 variante 6,
10.9 piR-34513 | -4.9 ERBB2 Erb-b2 receptor tiroxina cinasa 2 variante 8
10.9 piR-34513 | -4.9 ERBB2 Erb-b2 receptor tiroxina cinasa 2 variante 22
7.68 piR-55821 | -4.84 IST1 Factor asociado con ESCRT-III variante 1
20.29 piR-48447 | -4.79 PDGFC Factor C de crecimiento de plaquetas variante 1
6.37 piR-42786 | -4.77 LMO4 LIM dominio 4 variante 1,
20.29 piR-48447 | -4.77 LMO4 FYVE rhogef y PH dominio contenedor
14.99 piR-39384 | -4.74 WwPpP2 Dominio contenedor WW E3 ubiquitina proteina ligase 2
variante 1
8.6 piR-38818 | -4.65 | CTNND2 Catenina delta 2 variante 3
6.37 piR-42786 | -4.58 NBR1 Autofagia cargo receptor variante 3
6.37 piR-42786 | -4.47 ATMIN ATM interactor variante 1
7.93 piR-52319 | -4.47 DLG3 Proteina de andamiaje MAGUK 3 variante 3
20.29 piR-48447 | -4.46 CSPP1 Proteina asociada a centrosoma y huso 1 variante 1
20.29 piR-48447 | -4.46 MRAS Oncogén RAS de musculo variante X2
14.99 piR-39384 | -4.4 DDHD2 Dominio contenedor 2 variante 1
7.59 piR-38228 | -4.38 ECT2 Transformador de células epiteliales 2 variante 7
14.99 piR-39384 | -4.31 LRIG1 Repeticiones ricas en leucina de tipo inmunoglobulina
dominio 1 variante 4
7.59 piR-38228 | -4.30 KRIT1 Repeticion contenedora de anquirina variante 7
7.34 piR-33480 | -4.24 ANLN Unioén proteina anilina actina variante 2
6.37 piR-34418 | -4.23 | MECOM MDS1 and EVI1 complejo locus variante 14
7.68 piR-42786 | -4.20 PIK3R3 Phosphoinositide-3-cinasa regulatoria subunidad 3 variante 6
7.68 piR-55821 | -4.20 | ARHGEF7 Factor de intercambio de guanina Rho factor 7 variante 27
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7.59 piR-38228 | -4.13 ST18 C2H2C-type zinc finger transcripcion factor variante 56
8.6 piR-56285 | -4.12 | PLEKHA7 Dominio contenedor de homologia con pleckstrina A7
variante 3,

14.99 piR-56285 | -4.12 | SEPTIN3 Septina 3 variante B,

14.99 piR-38818 | -4.09 GLDN Gliomedina variante 2

20.29 piR-39384 | -4.08 SPECC1 Antigeno espermatico homologia calponina y dominios

coiled-coil 1 variante 3 dominios 1

20.29 piR-48447 | -4.08 | DENND2B Dominio contenedor de DENN 2B variante 4

10.01 piR-48447 | -4.05 TRIB2 Pseudo cinasa tribbles 2 TRIB2 variante 1

10.01 piR-34513 | -4.02 FLT4 Receptor relacionado fms de tiroxina cinasa 4 variante 2

10.01 piR-56285 | -4.02 RIGI RNA sensor RIG-I variante 1

10.01 piR-34513 | -4.02 IRS4 Insulina receptor substrato 4 variante 1

7.59 piR-38228 | -4.00 DAB2 DAB proteina adaptadora 2 variante 2

7.59 piR-38228 | -3.99 ECT2 Transformador de células epiteliales 2 variante 4

10.01 piR-39384 | -3.96 RTN4 Reticulon 4 variante 1

10.01 piR-56285 | -3.94 ERBB2 Erb-b2 receptor tiroxina cinasa 2 variante 3,

7.45 piR-32384 | -3.94 RBL2 Correpresor ionico RB 2 variante 1,

7.45 piR-32384 | -3.93 | CSNKI1G3 Caseina cinasa 1 gamma 3 variante 8

20.29 piR-48447 | -3.90 SPECC1 Antigeno espermatico homologia calponina y dominios
coiled-coil 1 variante 3

7.85 piR-30463 | -3.90 | ZYGI1A Regulador de ciclo celular zyg-11 variante 1

7.85 piR-30463 | -3.89 RAB23 Oncogén miembro de la familia RAS variante X1

7.85 piR-30463 | -3.84 | ARHGEF7 Factor de intercambio de guanina Rho 7 variante 6

10.84 piR-56285 | -3.78 | 22 1FT22 Transporte intraflagelar 22 variante 2

10.84 piR-34367 | -3.77 RABI11A Oncogén miembro de la familia RAS variante 2

10.84 piR-34367 | -3.74 BOC Adhesion celular asociada a oncogén variante 6
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10. DISCUSION

Mediante el arreglo de expresion Human Transcriptome Array (HTA) matrices 2.0. se logré
determinar con relativa precision el contenido cualitativo y cuantitativo de la expresion
diferencial de las muestras de secretomas provenientes de suero de pacientes pediatricos con
astrocitoma del tipo pilocitico y difuso. La comparacién entre los dos tipos tumorales y con
respecto a sueros control evidencié una enorme diversidad de transcritos que cambian sus
niveles relativos de expresion, destacando notablemente los miRNAs, sSnoRNAs, ShARNAs Y-
RNAs e incluso los piRNAs. Adicionalmente una gran variedad de mRNAs muestran
desregulacién. Esto en conjunto confirma la hipotesis de que en estos pacientes existe un
contenido diferencial de transcritos a nivel de exosomas debido a la liberacién de estos por
células tumorales, los cuales representan una circulacion importante de transcritos con el
potencial de localizar células cercanas o distales al sitio de liberacién, o sea de los centros
tumorales. Se comprueba que existe una expresion diferencial secretémica significativa en
representantes de préacticamente todos los tipos de transcritos de ncRNAs provenientes de los
pacientes con Ast. El analisis bioinformatico de un tipo de ncRNAs poco estudiado, los Y-
RNAs, utilizando los algoritmos Random Forest y Vector Support Machine, revel6 una
potencial interaccion en con proteinas como claudina, receptores Toll, hialuronidasa-1y

ademas con multiples proteinas relacionadas con los origenes de replicacion.

Expresion diferencial de los ncRNAs en enfermedades

Recientemente se ha encontrado que la de desregulacion de RNAs no codificantes en cancer
es notablemente particular para cada tipo RNA desregulado y patologia en particular, para
cada tipo de RNA no codificante existe una desregulacién notable. En diferentes estudios en
todo el mundo se demuestra que transcritos especificos estan desregulados en forma
caracteristica, por ejemplo, piRNAs, miRNAs y IncRNAs (Gibb et al., 2011; Ning et al.,
2016; Syeda et al., 2020). En general existen RNAs no codificantes de tipos de cancer
especificos, también se sabe que por ese motivo tienen potencial como biomarcadores
tumorales. Sin embargo, muchos de estos nNcRNAS estan desregulados no solo en una sino a
veces en diferentes enfermedades ya que regulan vias de sefializacion claves relacionadas
con la transformacion tumoral. Incluso a veces pueden estar sobreexpresados en ciertas

patologias, pero subexpresados en otras. Por lo que, aungue su desregulacién ya sea positiva
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0 negativa es caracteristica para una enfermedad su uso debe de complementarse con otro
tipo de biomarcadores para tener un panorama mas exacto del diagndstico (Allegra et al.,
2012; Condrat et al., 2020; Kourembanas, 2015). Aunque la desregulacion de un miRNA por
ejemplo es particularmente especifica para una cierta patologia en forma individual de tal
manera que lo preferible es combinar diferentes tipos de biomarcadores para tener un
diagnostico méas preciso. El problema técnico con los RNA no codificantes es su
susceptibilidad a la degradacion y su escasa estabilidad quimica, se deben de manejar
técnicas de aislamiento muy cuidadosas para caracterizarlos incluso en ocasiones los
erroneas pequefios como los piRNAs y los miRNAs deben de ser detectados por técnicas
muy sofisticadas como la secuenciacion masiva esto limita mucho la investigacion sobre
RNAs no codificantes en cancer y por lo tanto su aplicacion practica como herramientas de
diagnostico molecular (Cai et al., 2009; D. N. lyer et al., 2020).

Los ncRNAs: mejores biomarcadores circulantes que los mMRNAs o las proteinas

Algunos autores sugieren que los ncRNAs son més especificos como biomarcadores en
muchos tipos de cancer ya que su expresion se relaciona mas directamente con la
manifestacion y los signos de la enfermedad. El uso de proteinas tiene como inconveniente
que en ocasiones los niveles elevados de las mismas no estan relacionados con los sintomas
de la enfermedad necesariamente, y se piensa que la sobreexpresion de estas es mas debida
a cuestiones de polimorfismos que determinan diferencias en sus niveles de expresion incluso
entre individuos sanos (Ning et al., 2016). En el caso de sistema nervioso central se conoce
una expresion diferencial muy marcada en los transcritos de diferentes ncRNAs e incluso su
abundancia es mayor por lo que hay que considerar su busqueda mediante uso de expresién
diferencial para determinar su desregulacion en enfermedad, deesa forma es posible la

determinacion de conjuntos de biomarcadores particulares (Velazquez-Flores et al., 2021) .

Potencialidad de ncRNAs como biomarcadores

En cuanto a si tienen potencial de ser biomarcadores en general se asume por grupos de
investigacion de todo el mundo que al haber sido detectados diferencialmente expresados los
mismos NCRNAS en enfermedades especificas, incluso entre paises con distinta composicion

étnica tienen el potencial para ser biomarcadores si son cuantificados en forma correcta tanto
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cualitativamente (conjunto de biomarcadores seleccionados asi como cuantitativamente es
decir la expresion relativa de cada uno de ellos). En algunos lugares del mundo, su aplicacion
empieza a ser un hecho y en otros es inminente debido a la evidencia en un enorme nimero

de individuos estudiados (Krishnan et al., 2017).

Efecto bioldgico de la secrecion de ncRNAs

Se presentan asi algunas interrogantes sobre las actividades funcionales de los ncRNAs
encontrados en los exosomas de suero analizados. Se desarrollo una busqueda extensiva en
literatura cientifica mediante mineria de datos, con respecto a los transcritos desregulados y
su participacion conocida en procesos patolégicos particularmente en céncer. Esto es
importante desde el punto de vista funcional pues permite hipotetizar por qué unos tumores
pueden ser mas agresivos que otros si en efecto una proporcion significativa de sus exosomas
transportan eficientemente estos NcCRNAs hacia sus células blanco. Qué informacion hay
acerca de las biomoléculas y sus tejidos/6rganos blancos. Se sabe que si la asimilacion es
relativamente répida por células receptoras la probabilidad que influyan en células y tejidos
préximos puede ser mayor debido a la concentracion en las células proximales a las células
liberadoras de exosomas.

Un aspecto importante es que estas moléculas no ejercen necesariamente las mismas
funciones en todas las células o tejidos blanco. Aungue algunos ncRNAs pueden afectar vias
de sefalizacion universales presentes en casi todas las células somaticas. En ocasiones la
expresion de los blancos de estos ncRNAs es particular de tejidos especificos e incluso
existen blancos multiples por ejemplo transcritos distintos para los miRNAs oncogénicos u
oncomiRs, por lo que la prediccion del efecto biol6gico dependera de determinar los
transcritos blancos exactos y ademas otros factores como los gradientes de concentracion de
los exosomas y su biomoléculas dependiendo de la captacion de los mismos en cada regién
anatomica, al sitio de emision (localizacion tumoral) y cooperatividad con otras moléculas
de interferencia serian variables que influirian en los efectos biologicos en distintos tejidos
(H. Liu etal., 2022).

Para el caso de los ncRNAs que interaccionaran con proteinas ejemplo los INcRNAs o los Y-
RNAs esto dependeria del repertorio molecular de receptores celulares, abundancia relativa

de los mismos, sus isoformas incluso y los receptores citoplasmicos y/o nucleares con los
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que interaccionan estos RNAs sobre la superficie celular dependiendo el tipo celular
especifico (Kadakkuzha et al., 2015).

¢ Puede haber trasformacién celular a distancia?

En cuanto a si es posible que los exosomas liberados por células transformadas tendrian el
potencial de transformar células lejanas, hipotéticamente es posible. Esto en un escenario
donde las moléculas de células transformadas o tumorales se transporten establemente y
tengan actividad supresora del efecto protector de ciertos genes como los supresores
tumorales, por dar un ejemplo, de esto hay evidencia experimental y predictiva ya que son
expresados constitutivamente en practicamente cualquier célula ya sean proximales o distales
al sitio de liberacion de los exosomas de las células transformadas originales (tumor
primario). Aunque como se mencion0 anteriormente pareceria mas probable la afectacion de
células cercanas, pero no se excluye la posibilidad de diseminacién a otros érganos y/o
tejidos.

No solo la afectacion de la expresion de estos genes supresores puede resultar con efectos
transformadores, sino que distintos tipos de genes esenciales en procesos de regulacion del
ciclo celular, comunicacion celular y el control metabolico pueden ser gradualmente
afectados por estos procesos. Si se suma el hecho que el incremento de mutaciones a lo largo
del tiempo suele tener consecuencias biolégicas mas graves en la regulacién y homeostasis
celular es altamente probable que los exosomas puedan afectar enormemente a distancia lo

gue muchos hemos propuesto en afios recientes.

Evaluacion de la ruta de los exosomas hacia sus células blanco.

Aunque tedricamente los exosomas pueden ser captados por endocitosis u otros mecanismos
por casi cualquier célula; deben de existir teéricamente gradientes de concentracion de cada
tipo de exosoma es decir dependiendo del tipo celular que lo libera por lo que es de esperarse
que la captacion pueda ser mayor en células cercanas al sitio de liberacion de estos por sus
células liberadoras. Posiblemente mediante técnicas de conjugacion de anticuerpos con
atomos radiactivos dirigidos hacia proteinas caracteristicas de exosomas como Alix o as
tetraspaninas CD9, CD63 y CD81 se puedan marcar los mismos y localizarlos

anatomicamente generando un par de respuesta (aniquilacion de particulas positron-electron)
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pueda ser posible cuantificar la concentracion de exosomas in vivo mediante un tomaégrafo

de emision de Positrones (Andreu & Yafez-Mo, 2014).

XIST circulante en cancer de mama se asocia con la diseminacion hacia el cerebro.

La metastasis cerebral es un proceso altamente complejo y un proceso selectivo debido al
microambiente Unico de este 6rgano tan especializado. En un estudio reciente se identifico a
XIST un IncRNA con funciones de metéstasis, y funcionando como un gen supresor en el
cerebro. La regulacion negativa de XIST activo 3 vias distintas EMT, MSN/c-Met y la
liberacion del miRNA-503 a nivel exosomal. Juntos promueven la expresion de
caracteristicas metastaticas en las células tumorales y disparan eventos de reprogramacion
del microambiente mediante comunicacion exosomal. El resultado de nuestro anélisis de la
base de datos TCGA indica que su expresion se decrementa en alrededor de 48% en células
de cancer basales, y en el caso de los canceres del subtipo luminal A y de Her2+ es de un
19% , en la mayoria de las metéstasis de cerebro corresponden al tipo basal y al subtipo Her+
(Chen et al., 2016). En forma interesante XIST se encuentra regulado negativamente be la
mayoria de las muestras de tejido de estos pacientes con metastasis de cerebro 78%
comparado con 32% los de metéastasis de hueso y un 41% de los pacientes con metéastasis de
pulmén. Estos estudios son consistentes con la nocion de que debe existir una funcion
supresora de XIST particularmente en cerebro. XIST también realiza silenciamiento de genes
del cromosoma X actuando en cis, a través del complejo PRC2 ayudando en la metilacion de
H3K27me3 (Brockdorff, 2013). Aun no se comprende la funcion de este INCRNA y porque
solo acta en cromosoma X, pero cuando se ha introducido artificialmente XIST en
autosomas tiene efectos similares de inactivacion cromosémica en cis. Esto ha hecho pensar
a algunos que la cromatina autosomica esta preparada para ser inactiva por XIST (Niwinska
et al., 2009; Brockdorff., 2013). Una expresion aberrante de XIST se ha implicado en la
inactivacion de algunos miRNAs por un efecto de esponja y ademas desregulan las sefiales
de AKT en este estudio, se demostré que MSN y el miRNA-503 se sobreexpresan una vez
se ha realizado el silenciamiento de XIST. Ambo genes se codifican en el cromosoma X y
estan bajo el efecto directo de XIST mediante su accién epigenética. De esta forma XIST se

considera ser una via oncogénica especifica de género (Brockdorff., 2013).
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El predecir qué procesos biologicos podrian estar regulando los ncRNAs diferencialmente
expresados, por supuesto que nos abre el panorama acerca de los que podrian estar haciendo
en un paciente pediatrico; sin embargo, podria estar muy lejos de la realidad, ya que esto
dependera del tejido/6rgano blanco al que se dirijan los exosomas.

Para el miRNA mas abundantemente sobre expresado en exosomas difusos se detectaron
varias formas relacionadas al miRNA-548 y se ha probado anteriormente que por ejemplo el
miRNA-548-3p incrementa la migracion e invasion en células de carcinoma de eséfago
(ESCC), mediante la regulacion negativa de NRIP1 Neuropilina 1 que también se expresa en
cerebro. Esta es una proteina nuclear que interacciona especificamente con el dominio de
activacion dependiente de la hormona AF2 de receptores nucleares, esta proteina modula la
actividad transcripcional del receptor de estrégenos (Ni et al., 2018). Esto sugiere que altos
niveles de expresion en tumores difusos relativo a pilociticos de este miRNA-548 o algunos
de los relacionados que se encuentran entre los mas sobre expresados en exosomas difusos
podria conducir a la diseminacion o forma metastatica de estas células si este mecanismo se
encuentra presente en astrocitomas. Estudios realizados “in silico” demuestran que la familia
miRNA-548 se asocia con los componentes principales de la via de sefalizacion
PTEN/PI3K/Akt lo que disminuye la apoptosis y por ende incrementa la proliferacion de
células malignas, esto abre una perspectiva interesante en la terapia contra el cancer
(Yadollahi-Farsani et al., 2023).

Si los transcritos alternativos conservan sus sitios de unién a miRNA-548 serd muy probable
gue sean los mimos mensajeros blanco y por ende se intervengan en menor o0 mayor medida
las mismas vias de sefializacion que se describen en otros tejidos.

Con respecto al miRNA-1256 bajo nivel de expresion de sus transcritos es asociada con
progresion de cancer colorrectal (CRC) y se puede usar como biomarcador para esta
enfermedad (Liu etal., 2018). EI primer analisis comprensivo de miRNAs celulares y
exosomales sugiere que existe una enorme diferencia en células tumorales (Honegger et al.,
2015). Un blanco importante de este miRNA es E2F3 y funciona como un oncogén en células
de cancer de es6fago, sin embargo, miRNA-1256 puede ser secuestrado por el RNA circular
CircKRT14 incrementando la expresion de E2F3 (Guan etal., 2023). Con relacion al
miRNA-1973 y su funcién probable estaria desarrollada con reduccion de la apoptosis del

tumor (Fomicheva et al., 2017).
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EI miRNA-1290 se sobre expreso también y tiene funciones relacionadas con la perpetuacion
del linaje y progresion del cancer en células tumorales cerebrales pediatricas (Kling et al.,
2017). ElI miRNA-1290 también desregulado se ha detectado igualmente en carcinoma
celular laringeo escamoso (LSCC) esto se hizo por secuenciacion de Gltima generacion y se
detectd enriquecimiento de exosomas con miRNA-1290 y con miRNA-382-5p esto en
comparacion con sus células de origen. En cancer colorrectal el miRNA-1290 decremento la
expresion de thrombospondina 1 (THBS1), inhibidor Dickkopf de la via de sefializacion Wnt
(DKK3) y el supresor de invasion de células cancerosas (SCAI). En forma significativa
aumentando la proliferacidn, migracion, y angiogénesis (Soheilifar et al., 2022). La evidencia
respecto al papel de importancia de los RNAs circulares (circRNAS) en el desarrollo del
cancer se incrementa dia a dia, ejemplo de eso es CircGAK que compite endégenamente por
la union del miRNA-1323. Este se ha identificado como blanco el transcrito que codifica a
la proteina TPD52 como uno de sus blancos por interferencia en cancer de mama, la proteina
es localizada en reticulo endoplasmatico y la region perinuclear, una baja expresion de este
miRNA provoca un incremento radical en la disponibilidad de transcritos de TPD52, asi
como de su traduccidn a proteina. A nivel clinico se constata que una expresion alta predice
una pobre supervivencia en pacientes con cancer de mama esto es debido a su regulacion
negativa sobre la via de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) un regulador
importante en la homeostasis (Chen et al., 2023). Si el mecanismo es similar en astrocitoma
se pudiera hablar probablemente de un mecanismo de proteccion de emergencia en el que
ésta elevada concentracion detectada de miRNA-1323 suprime a TPD52 para proteger
mecanismos de regulacion homeostéaticos.

El miRNA-1323 esta involucrado en modular la radio resistencia y subraya la necesidad de
estudio posterior como marcador predictivo de resistencia a la eficacia de radioterapia. Para
el mMiRNA-382 se encontrd en cancer de mama (BC) que RERG ejercia su funcion supresora
de tumores atenuando la activacion de los efectores de sefializacion Ras/ERK. La molecula
de miRNA-382-5p reprime directamente RERG por lo tanto promueve la viabilidad de
cancer de mama y su clonalidad, supervivencia, migracion, invasién e in vivo su
tumorogénesis-metastasis. EI miRNA-329 esta subexpresado en pacientes con cancer
pancreatico que demostraron una supervivencia significativamente mas corta con respecto a

los pacientes que lo sobre expresan (Wang et al., 2016). Para el miRNA-802 se ha detectado
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ya su sobreexpresion en tejidos de osteosarcoma en comparacion con tejidos normales, su
expresion reforzada fue capaz de promover proliferacion celular en lineas celulares U20S y
MG63, su RNA antisentido inhibid la proliferacion celular en experimentos de interferencia.
La proteina p27 se une a la ciclina dependiente de cinasa (CDK) para detener el ciclo celular,
ademas regula procesos como la migracion celular y otras funciones independientes. El
transcrito de p27 es un blanco de miRNA-802 y su sobreexpresion inactiva la via PI3K/AKT
lo que logra inducir la migracion e invasion en osteosarcoma de acuerdo con hallazgos
nuevos (Gao et al., 2022).

La sobreexpresion del miRNA-1305 indujo la diferenciacion de células madre pluripotentes,
apoptosis celular y aceleracién de la transicion G1/S, pero su subexpresion facilita la
pluripotencia e incrementa la supervivencia celular. La regulacion negativa de miRNA-1305
facilita la pluripotencia y un nivel de supervivencia celular incrementado. Esto sugiere que
regula el nivel de equilibrio entre pluripotencia y diferenciacion celular y puede estar
regulando la expresion de genes (Weng et al., 2010). La regulacion negativa del RNA circular
circ_0008934 que es esponja de miRNA-1305 detiene el crecimiento del carcinoma
hepatocelular y su metastasis produciendo la sobreexpresion de miRNA-1305 con lo que se
inhibe TMTCS3, esto sugiere una red de regulacion circ_0008934/ miRNA-1305/ TMTC3
que podria estar presente en otros canceres y ser un blanco terapéutico en este carcinoma (Li
et al., 2022). En un estudio reciente por retrotranscripcion - PCR cuantitativa o qRT-PCR, se
ha demostrado la sobreexpresion de miRNA-1270 en osteosarcoma humano in vivo como en
in vitro, también en muestras clinicas (Weng et al., 2010). En otro estudio se encontrd sobre
expresado el miRNA-1270 en cancer de endometrio (Bao et al., 2013). Se sabe recientemente
que NR3C1 es el blanco de miRNA-1270 y esta fuertemente regulado en cancer pancreatico
(Wang et al., 2023). El miRNA-1270 ademas en cancer de mama tiene como blanco de
interferencia al transcrito del factor asociado a diferenciacion de macrofagos (MMD?2) y
logra suprimir la progresion maligna en estos tumores (Hu et al., 2022). En cuanto al miRNA-
4500, la familia de let -7 es una de las primeras identificadas para los miRNAs, los miembros
de la familia estan altamente expresados en tejido pulmonar normal y se sabe que controlan
negativamente varios oncogenes. Se ha descrito regulado negativamente en cancer de pulmon
“non-small cell lung cancer”, promoviendo el desarrollo tumoral. El mMiRNA-4500 logra esto

teniendo como blanco el homologo B de 1in-28 y la GTPasa proto oncogén RAS. (Li et al.,
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2019).. Resultados recientes indican que este miRNA suprime la proliferacion celular,
migracion, invasion y promueve la apoptosis in vitro. Ademas, otros estudios muestran que
inhibe la proliferacion de cancer de pulmon de células pequefias (NSCLC) e indujo apoptosis
(Fu etal., 2021). STAT3 es un oncogén conocido y recientemente se sabe es influido por
miRNA-4500 en forma negativa (Song et al., 2003; Alvarez et al., 2006; ). La activacion
constitutiva de STAT es una caracteristica comun en tejidos como el pulmén y se propone
que tiene una funcion importante en la resistencia tumoral a tratamientos convencionales y
terapias moleculares (Yin etal., 2012; You et al., 2014). Se conoce que STAT3 suprime la
apoptosis en células cancerosas via la inactivacion de vias extrinsecas e intrinsecas (Epling-
Burnette et al., 2001; Zhang et al., 2014). EI miRNA-708 actla como supresor tumoral en
varios canceres humanos, las células de retinoblastoma que sobreexpresan exhiben una tasa

de migracion e invasividad menor comparada al control (Dai et al., 2022).

Transcritos sobreexpresados en exosomas pilociticos

Algunos tipos de ncRNAs se sobreexpresaron en muestras de exosomas de origen pilocitico
respecto al grupo difusos. Algunos transcritos en el caso de lo miRNAs estuvieron
sobreexpresados en muestras de exosomas pilociticos y sus funciones fisioldgicas estan
relacionadas a procesos celulares relacionados a menor invasividad o actividad de migracion
celular de células tumorales lo que en cancer se conoce como dormancia. Los miRNAs actlan
comunmente como supresores de tumores u oncogenes (OncomiR).

Nuestros resultados sugieren que muchos de los miRNAs sobre expresados en exosomas de
origen pilocitico estan relacionados a los aspectos de: inhibicion de proliferacion celular,
migracion e invasion. En estudios relacionados al cancer se ha descrito que estas células
tienen una fuerte respuesta a mantener mecanismos que les permitan estar localizados
anatdmicamente en una region determinada lo que se conoce como ubicuidad de las células
tumorales en este caso de origen pilocitico, por lo que las células de este grado tumoral y su
actividad natural menos invasiva. La dormancia en el cancer es considerada un periodo de
progresion del cancer con enfermedad residual que permanece asintomatica clinicamente por
un largo periodo, puede aparecer en formacion de tumores primarios, después en
diseminacion y en micro metastasis (Giancotti.,, 2013). La dormancia del cancer se

caracteriza con células que no se dividen y se encuentran en arresto en la fase G0-G1 del
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ciclo celular es la causa mayor de metastasis (Jiang et al., 2019). La expresion del miRNA-
642b-3p se ha propuesto como marcador de diagndstico en pacientes de cancer pancreatico
(Hussein et al., 2017).. Se ha propuesto actividad de OncomiR a miRNA-642b-3p, ya que
regula negativamente a CSMDL1 en cancer gastrico. Se piensa que esto es ocasiona un
incremento en actividad proliferativa afectando la via Smad, estos son factores de
transcripcion que afectan genes especificos (Liu et al., 2022).

En tanto al mMiRNA-365a-3p este puede mediar la transduccion PIBK/AKT via p-AKT en
carcinoma escamoso de laringe (LSCC), ademas puede actuar como oncomiR estimulando
el crecimiento celular y metastasis por la via de sefalizacion PI3K/AKT (Geng et al., 2016).
En cancer colorrectal se detectaron bajos niveles del miRNA-365-3p asociados con tamafio
de tumores grande y més invasion local y metastasis con un pronoéstico mas negativo a los
pacientes. Este miRNA inhibe la via de sefializacion JAK/STAT3 mediante la inhibicion de
ADAM10 y por ende la progresion metastatica (Hong et al., 2020). La sobreexpresion de
este miRNA en muestras del grupo pilocitico explicaria en parte la baja invasividad de estos
tumores.

El miRNA-4443 fue el anico miRNA que mostrd diferencias significativas en la mayoria de
las comparaciones en tumores de origen glial (Drusco etal., 2018). Algunos estudios
comprueban que el miRNA-4443 abroga los efectos de FEZF1-AS1 en carcinoma
hepatocelular (HCC) en proliferacion celular, migracion e invasion. (Gong et al., 2018).
miRNA-4443 ha demostrado decrementar la invasividad en células de cancer de colon
humano (Meerson & Yehuda, 2016).

El miRNA-4779 actia como supresor de tumores, induciendo apoptosis y arresto de ciclo
celular in vitro como in vivo afectando a PAK2 y a CCND3 (Koo & Kwon., 2018). El
miRNA-3690 promueve la proliferacion celular en cancer de tiroides y se considera un
candidato a biomarcador de la enfermedad (Shen et al., 2020; Zhang et al., 2021).

El nivel de expresion del miRNA-320 esta relacionado con la migracion e invasion de cancer
su alto nivel indica un pronoéstico negativo y riesgo de metastasis (Wang et al., 2017).
Estudios demuestran que el mMiRNA-320b esta significativamente regulado en forma negativa
en varios canceres incluyendo el colorrectal (CRC), (Dong et al., 2011), glioblastoma, (Roth
etal., 2011). cancer gastrico (Li etal., 2011) y céancer de vejiga (Song et al., 2010). Los

miRNA-320ay el miRNA-320b se detectan muy sobre expresados en neuroblastoma y estan
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involucrados en varios aspectos del cancer como supervivencia, apoptosis, diferenciacion,
angiogeénesis e invasion en forma de exosomas de células de neuroblastoma que contienen
miRNAs oncogeénicos (Haug et al., 2015).. La sobreexpresién de miRNA-320b inhibio la
proliferacion de células CRC mediante la regulacién de c-Myc (Wang et al., 2015). Se sabe
que en cancer pancreatico miRNA-320b tiene como blanco a FOXM1 Inhibiendo la
proliferacion celular (Jingyang., 2022).

La sobre regulacion de miRNA-451 decrementd la proliferacion celular, invasion, migracion
celular y formacion de colonias in vitro, y el crecimiento tumoral in vivo en la migracién de
macrofagos en interaccion con MIF (Liu et al., 2013). Recientemente se descubrié que este
miRNA se asocia con altas probabilidades de supervivencia en pacientes con cancer
colorrectal. Mediante estudios de perdida y ganancia de funcion se demostré que miRNA-
451 Inhibia la proliferacion y migracion mediante sus efectos en inhibicion de ciertos genes,
en particular se identifico como blanco SAMD4B (Wu et al., 2021). EI miRNA-let-7a
confiere resistencia a proliferacion celular en cancer de células no pequefias de pulmon
(NSCLC). (Liu etal., 2018).. También se sabe que este miRNA en céncer de mama
metastatico logra inhibir la invasion, migracion suprimiendo a un represor transcripcional de
la familia policomb EZH2, asi como la transicién mesenquimal epitelial mediante su union
a MDAMB-231 (Patel et al., 2023). EI miRNA-151a-3p se ha encontrado desregulado en
cancer de prostata y esofagico (Wong et al., 2003; Matsuda et al., 2011; Pasqualini et al.,
2015).

Una alta asociacion ha sido demostrada entre los niveles sobre expresados de miRNA-151a-
3p y metéastasis de cancer de prostata (Barnabas et al., 2011). Se ha encontrado que la
genisteina un isoflavonoide puede suprimir la expresion de miRNA-151a-3p y por
consecuencia inhibir la proliferacion y desarrollo de cancer de préstata (Chiyomaru et al.,
2012). Otro estudio demostré que el miRNA-151a-3p regula directamente la expresién de
TWIST1 mediante represion de la region 3" UTR lo que reprime la migracion e invasion en
células de cancer de mama a través del incremento de la expresion de E-cadherina.

Para el caso de este miRNA empaquetado en exosomas, se sabe que en exosomas de cancer
de pulmén el miRNA-151a-5p promueve proliferacion celular, inhibe apoptosis, y la

transicion epitelial mesenquimal esto lo logra mediante su interacciébn con N4BP1,
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acelerando el desarrollo el cancer por lo que puede ser blanco de tratamiento la inhibicion de
este miRNA (Hu et al., 2023).

En el caso de cancer colorrectal este miRNA-151a-5p estimula la proliferacion celular,
migracion e invasion. Se reportd que su blanco funcional es el transcrito de agmatinasa
(AGMAT). (Xie etal., 2023). Se ha demostrado que miRNA-519d-3p y el RNA largo no
codificante regulador de reprogramacion (ROR) interaccionan, usando miRcode y starBase
v2.0, experimentalmente se verifico por ensayos de luciferasa e inmunofluorescencia de
inmuno precipitacion. Se piensa que esto crea una red de regulacion para los procesos de

proliferacion, migracién, invasion en cancer gastrico (Jin et al., 2023).

Y-RNAs y su afinidad de union a proteinas

Los primeros analisis de cuantificacion de los 4 subtipos de Y-RNASs en cancer humano se
desarrollaron en tumores solidos de carcinomas y adenocarcinomas de pulmon, pancreas,
vejiga, prostata, colon y cervicouterino. Como regla general, los Y-RNAs se detectaron
sobreexpresados en estos tipos de cancer (Christov et al., 2008b). Sin embargo, la expresion
del Y-RNA-5 no se correlaciona con la de los otros 3, esto quizas podria explicarse
principalmente por su localizacién a nivel del ndcleo, mientras los otros son mas bien
citoplasmaticos (Gendron et al., 2001). Una investigacion reciente muestra la subexpresién
de estos Y-RNAs en el cancer de mama y con una alta correlacion entre los Y-RNAs-1, Y-
RNA-3, y Y-RNA-4, mientras que el Y-RNA-5 no se correlaciond (Tolkach et al., 2017).
Las vesiculas aisladas de leucemia mieloide tienen una cantidad relativamente alta del Y-
RNA-5, que es el RNA mas abundante después de los rRNAs y tRNAs (Chakrabortty et al.,
2015). Otro estudio sugiere una funcién importante de las vesiculas circulantes y 1os Y-RNAs
transportados en ellas como reguladores del Desarrollo de los tumores cerebrales (Spinelli et
al., 2019).

Los transcritos de los genes humanos hY1, hY5 y de hY3 mostraron una sobreexpresion en
el grupo difusos respecto al grupo pilociticos. Los cambios en las concentraciones de los Y-
RNAs se implican actualmente con varias enfermedades. En general algunos ncRNASs son
descritos como reguladores en programas de diferenciacién celular, en algunas células no
diferenciadas hacia tipos neuronales y gliales (Aprea & Calegari., 2015). Los Y-RNAs son

muy abundantes en términos cuantitativos y poseen una secuencia conservada de igual forma
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que los miRNAs, y se detectan cominmente en vesiculas que se originan de diferentes tipos
celulares y en muchos vertebrados (Bellingham et al., 2012; Nolte’T Hoen et al., 2012; Tosar
et al., 2015; Driedonks & Nolte-T’Hoen., 2019). Los Y-RNAs transportados en vesiculas se
investigan en los procesos relacionados con muerte celular e inflamacion, en células de
inmunidad innata como monocitos con efectos tanto pro como antiinflamatorios, esto se
observo cuando se detectaron fragmentos de Y-RNAs en exosomas que conferian cardio
proteccion a través de la modulacién de la expresion y secreciéon IL-10 (Cambier et al., 2017;
Haderk et al., 2017).

Las probables interacciones de los cuatro Y-RNAs humanos con receptores celulares, al ser
validadas en forma bioinformatica, nos arrojan algunos indicios de sus funciones in vivo.
Estas moléculas blanco participan en diversos procesos biolégicos como: la comunicacion
celular, la activacion inmune y la replicacion del DNA, Algunos aspectos importantes han
son reportados recientemente en la literatura y cuyas pruebas se basan en evidencia
experimental, estas describen solo interacciones de tipos individuales de Y-RNAs con
proteinas de receptores celulares particulares u otras proteinas. En contraste, este trabajo
presenta una aproximacion predictiva, cuyos datos obtenidos sugieren fuertemente una
variedad de interacciones que podrian en efecto estar ocurriendo en la naturaleza con
miembros de familias de proteinas. El hecho de qué producto de las simulaciones realizadas
se detecten Y-RNAs especificos de alguno de los 4 subtipos, con puntajes de unién
significativos, con proteinas especificas, es importante pues sugiere su especificidad
funcional. Por lo tanto, permite hipotetizar interacciones de Y-RNAS con receptores celulares
especificos u otras proteinas que pudieran desencadenar respuestas particulares, dependiendo
de la abundancia relativa de los diferentes subtipos de Y-RNAs. Un ejemplo de esto es lo
observado cuando consideramos los altos valores de puntaje para el caso de los Y-RNA-4 y
el Y-RNA-5 con respecto a los receptores “Toll” y los puntajes mas bajos para los Y-RNAS
Y-RNA-3y Y-RNA-1 con respecto a esta misma familia de receptores y en general con otras
familias de proteinas de receptores celulares humanos en estos analisis.

El enigma respecto a los altos niveles de expresion circulantes de los Y-RNASs, asi como de
sus fragmentos, es todavia algo intrigante. Las predicciones de interaccion presentadas aqui
apoyan la nocion de que existe la posibilidad de que los Y-RNAs puedan ser efectivamente

moléculas multitareas que pudieran regular procesos bioldgicos clave y por lo tanto, afectar
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el metabolismo en el cancer y otras patologias. Esto puede ser consecuencia de interacciones
que activarian receptores relacionados con proceso de sefializacion en el sistema inmune,
desencadenando procesos como la apoptosis, proliferacion celular excesiva, alteraciones del
ciclo celular, solo por citar algunos.

En el caso de las interacciones predichas para los componentes de la maquinaria de
replicacion, en especifico con las proteinas cominmente asociadas a las horquillas de
replicacion del DNA, los resultados sugieren que efectivamente estas interacciones deben de
ocurrir “in vivo”, ya que los puntajes encontrados para Y-RNA-4 y el Y-RNA-5, muestran
un potencial de interaccion fisica con moléculas de diferentes tipos de DNA polimerasas o
helicasas, por ejemplo. Un hecho interesante es que el dominio “loop” parece ser suficiente,
por si mismo, para unirse en mayor o menor grado a algunos de los diferentes receptores
Toll.

Lo cual apoya la idea de que los fragmentos procesados de Y-RNASs que contengan este
dominio, pueden ser funcionales en cuanto a su unién a receptores y posible activacion de
éstos. Algunas preguntas quedan abiertas acerca de las funciones que desempefian los Y-
RNAs circulantes (en exosomas) y en su forma libre, asi como el efecto que tiene el cambio
en la expresion de los Y-RNAS en los Ast pediatricos y en otros tipos de cancer. Por ende,
Sera necesario desarrollar nuevos métodos experimentales para evaluar con detalle estas
interacciones y asi lograr una mejor comprension general de estos procesos bioldgicos

relacionados con la actividad de los Y-RNAs circulantes.

Existen piRNAs sobreexpresados en exosomas difusos y pilociticos

Los animales expresan piRNAs para controlar la transposicion durante el desarrollo de la
linea germinal (Ghildiyal & Zamore., 2009). La evolucion adaptativa, con sustitucion no
sindnima, esta diseminada ampliamente en la biogénesis de los genes de los piRNAs (Obbard
etal., 2009). Los elementos transponibles (TE) son secuencias moviles de DNA en el genoma
que pueden alterar o inactivar la expresion de los genes (Clegg & Durbin., 2003; Lerman &
Feder., 2005).

Los elementos transponibles se movilizan por accion de la transposasa, que reconoce las
repeticiones terminales invertidas para lograr la integracion de una regién de DNA de doble

cadena hacia un sitio nuevo (Huang et al., 2012). La transposicion se ha relacionado con el
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cancer y otras enfermedades (Belancio et al., 2008). Es posible que la fuerte expresion de
multiples piRNAs pudiera ser una respuesta o un tipo de mecanismo de defensa en contra de
la expresion de transposones en etapas de desarrollo primario de tumores.

En cuanto a los resultados de las simulaciones contra transcritos como los de oncogenes o
genes supresores para piRNAs sobreexpresados en exosomas de origen difuso y pilocitico,
cuyos resultados seran préximamente publicados. En estos analisis se detectaron
innumerables interacciones favorables entre estor RNASs piwi con este tipo de transcritos,
ademas su cooperatividad es evidente pudiéndose unir varios distintos piRNAs a un mismo
MRNA, esto es muy similar a los mecanismos de interferencia por miRNAs y nos lleva a

replantearnos los papeles generales de los piRNAs de acuerdo con estos hallazgos “in silico .

Los snoRNAs sobre expresados en exosomas difusos y en pilociticos

Otros RNAs fuertemente sobreexpresados fueron los snoRNAs los cuales son un tipo de
NncRNA que se relaciona principalmente al procesamiento de otros RNAs mediante
modificaciones bioquimicas, en el caso del pre-rRNA este sufre un patron complejo de
modificacion de nucledsidos, esto incluye metilaciones y pseudouridilaciones. Los genes de
los snoRNAs estan localizados de manera no uniforme en el genoma, la mayoria se codifican
en intrones de genes de proteinas relacionados con sintesis de ribosomas o traduccion, son
transcritos por RNA polimerasa Il y se pueden ubicar en regiones intergénicas, marcos de
lectura abierta de genes de proteinas y en algunas regiones sin traducir (UTRs). Se pueden
transcribir a través de sus promotores propios usando RNA polimerasa Il y RNA polimerasa
Il (Kaur et al., 2012).

snRNAs U6, U7, U5 sobre expresados en exosomas difusos

El RNUG6 conocido como U6 es el mas conservado entre las especies de los cinco tipos
generales de snRNAs, este RNA salta a otras regiones genomicas por medio de transposones
y esto ocasiona multiples copias en el genoma y exhibe alta abundancia de transcritos, que
en la condicion difusa es alta y debe estar involucrada en la escisién de intrones a partir del
procesamiento de pre-mRNAS. Por qué este tipo de SnRNAs se halla tan abundantemente en
exosomas de muestras difusas podria relacionarse a desregulacion en células tumorales. Y

esta podria ser una forma para transportar al nucleo en ciertas células blanco para asi interferir
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en sus procesos de empalme (splicing) alternativo, esto podria generar variantes de
transcripcion de ciertos genes, esto a través de una induccion en células blanco para afectar
la asociacion de componentes del empalmosoma como U4, U5y U2 por ejemplo afectando
el procesamiento de transcritos y generando mayor cantidad de isoformas con respecto a su
gen de origen. Como U6 se encuentra en el centro del empalmosoma este coordina la quimica
del splicing con ayuda de los snRNAs U2 y U5 posiciona los sustratos para la reaccion de
splicing. Esta reaccion consiste en dos pasos de transesterificacion y se asemeja
cercanamente a la reaccion catalizada por los intrones de auto-splicing del grupo 11 (Wahl
etal., 2009; Hoskins & Moore., 2012). De manera distinta a los otros snRNAs del
empalmosoma, los cuales son sintetizados por la RNA pol Il el U6 es sintetizado por RNA
polimerasa 111 (Moenne et al., 1990). U6 es el mas conservado de los ShARNAS en secuencia
y en tamafio (Brow & Guthrie., 1988). Es aceptado generalmente que U6 permanece en el
nucleo y no es retenido en el nucleolo, se ha revelado también que puede formar un complejo
con U4/U6 di-snRNP o un U4/U6. U5 tri-snRNP que se encuentran en compartimientos
subnucleares llamados cuerpos de Cajal (Stan¢k et al., 2003). EIl splicing alternativo es un
mecanismo de preprocesamiento de mMRNAS precursores y es parte de la regulacion de genes
en eucariotas superiores, esta genera una diversidad enorme de transcriptoma a partir de un
namero relativamente pequefio de genes codificantes de proteinas esta transcripcion
alternativa sera distinta entre tejidos con respecto a ciertos genes (Wang et al., 2008). Durante
las respuestas celulares a estimulos externos y ademas en enfermedades humanas (Li et al.,
2017) . Asi U6 debe sufrir cambios durante el ensamble y activacion del empalmosoma, este
procesamiento asegura un control de calidad para preparar los pasos de expresion genética
en eucariotas. La medicion del indice de splicing es definido como la proporcion del indice
de expresidn de un exon con respecto al gen de que se expresa, una diferencia significativa
en el indice de splicing de un exdn entre muestras indica un splicing alternativo diferencial
(Clark et al., 2007). De acuerdo con nuestros datos 114 transcritos correspondientes a genes
y seudogenes de RNUs estan notablemente sobreexpresados en los exosomas provenientes
de la condicidn difusa, como ejemplo el U6 con 75 genes y seudogenes y U7 con 24 genes 'y
seudogenes respectivamente.

Sorprendentemente después de analisis desarrollados con los datos del indice de splicing de

exones (Exon Splicing Index, ESI) el numero total de transcritos con mayor indice de
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splicing, ESI mayor a 4 en cada condicion, fueron en exosomas difusos 20,748 transcritos
con respecto a pilociticos y en exosomas pilociticos respecto a difusos solamente 1,197
transcritos. Esto sugiere hiperactividad del sistema de splicing que genera un nimero
notablemente mayor de copias de transcritos alternativos en la condicién con mayor ESI que
es la de exosomas difusos.

Esto apoya la idea de hiper excitabilidad de la maquinaria de splicing en células tumorales
difusas, con una consecuencia de mas diversidad de transcritos codificantes y no codificantes,
también explicaria la enorme adaptacion fisiologica y metabdlica de estas células a través del
uso de mas isoformas moleculares. La pregunta entonces es si es posible atribuir al menos en
parte la actividad de splicing a esta diversidad de cambios de expresién en la maquinaria de
URNASs 0 RNUSs.

También se origina la pregunta de qué tipo de mecanismos podria desencadenar en células
blanco la captacién de un buen nimero de exosomas en cuanto a sus funciones canonicas de
splicing alternativo con estos transcritos U6, U7, U5 y de U3 entre otros. De cualquier forma,
es muy aparente la relacion en cuanto a los niveles de diversidad de expresion y la diversidad
de transcritos alternativos. Estos datos en su conjunto describen la enorme complejidad de
los diferentes tipos de RNAs no codificantes con funciones diversas. Contenidos en
derivados de suero pediatrico estos exosomas con su bien conocido potencial de transporte
de moléculas reguladoras y cuyos destinos pueden variar desde el microambiente local hasta
células remotas en sitios anatdbmicos distintos a través de los mecanismos de captacién de
vesiculas en células blanco. El hecho de que transcritos claramente determinados por sus
variaciones tan significativas en sus niveles de expresion (poblacion de transcritos)
correspondientes a diferentes tipos de ncRNAs con funciones muy diversas como lo son los:
miRNAs, snoRNAs, U6RNAS, Y-RNAs, piRNAs, asi como otros ncRNAS que podrian ser
utiles para diagnéstico de astrocitomas de grado pilocitico y difuso en forma de
biomarcadores que permitan distinguir en estas 2 condiciones tumorales. De forma
preferencial una mezcla de estas moléculas deberia ser detectada simultaneamente en forma
cualitativa y cuantitativa y posteriormente ser validada por PCR en tiempo real para algunos
transcritos. Sin embargo, a esto es necesario incrementar el namero de muestras analizadas
para determinar con mayor precios los biomarcadores de diagndstico y su combinacion

exacta.
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Biomarcadores potenciales en astrocitomas mediante ncRNAs.

Con los resultados de esta investigacion se tiene la posibilidad de establecer sefiales
particulares relacionadas con la expresion diferencial en el secretoma de pacientes pediatricos
de astrocitoma como herramientas de rapido diagnostico no invasivo como se ha
mencionado. Ejemplo de esto puede ser el miRNA-548 con algunas de sus variantes como
las: i-3, w, a-2 y la i-2. como biomarcadores para identificar condicion difusa, con algunos
transcritos de sSnRNAs de la familia U6, esto podria complementarse con informacion de los
niveles relativos de los 4 Y-RNAs humanos (hY1, hY3, hY4 y el hY5). Para el caso de los
tumores pilociticos probablemente se deben validar primero a: miRNA-642b, miRNA-365a,
miRNA-4443 y posiblemente a miRNA-4779, junto con bajo nivel de expresidn de genes U6
y U7, algunos tipos de snoRNAs se pueden agregar por ejemplo el snora 72-L5 o el snora
72. Una interrogante es si usar algunos piRNAs claramente sobre expresados en esta

condicién como biomarcadores complementarios a los descritos.

Funciones probables para algunos ncRNAs desregulados en astrocitomas.

Estos datos apoyan la evidencia reciente en cuanto a lo que conocemos de exosomas y su
naturaleza, en cuanto a su actividad como elementos mediadores de comunicacion
intercelular y transportadores de poderosos reguladores de la actividad de las células en forma
de moléculas de RNAs no codificantes, codificantes y proteinas principalmente.

Si es que la integridad funcional de esta plétora de RNAs realmente es adquirida
eficientemente por sus células blanco sin duda sus efectos biolégicos deberan de estar
activando cambios celulares profundos como lo son la transformaciéon celular y la
modificacion de microambientes.

Para probar los blancos especificos de los transcritos provenientes de estos exosomas primero
que nada se pueden desarrollar anlisis de interaccion “in silico” con diversos tipos de
receptores celulares, esto es importante debido a la muy limitada informacién aun existente
al respecto, aunque algunos transcritos se podrian internalizar simplemente por captacién
directa de vesiculas o0 exosomas por parte de las células blanco mediante procesos como la

fagocitosis o por fusion directa con la membrana.

107



De cualquier forma, surgen varias preguntas sobre la accesibilidad e internalizacion correcta
y contenido de acuerdo con el tipo de transcritos y células de procedencia de las vesiculas.
Respecto a la funcionalidad de estas moléculas de diversa naturaleza de ncRNAS si estas son
capturadas en células blanco pueden posiblemente reprogramar la actividad celular mediante
la actividad de los transcritos transportados sobre moléculas blanco en las células blanco.
Estos mecanismos tienen la ventaja de poder viajar y transportar a otros grupos de células en
forma local o sistétmicamente hacia organos y tejidos lejanos y puede ser que esta
sobreabundancia de transcritos por lo tanto tenga un rol importante en diferentes aspectos de
la enfermedad como se ha mencionado y por lo tanto puedan ser blancos para terapias futuras
en base a la aplicacién de por ejemplo tecnologia de interferencia de RNA o por aplicacion

local de moléculas de competencia enddgena.
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11. CONCLUSIONES

La estrategia experimental utilizada permitio el aislamiento de exosomas de muestras
séricas provenientes de pacientes pediatricos con Astrocitoma pilocitico o difuso.
Con el método de microarreglos se determind la expresion diferencial global de los
transcritos circulantes en exosomas obtenidos a partir de pacientes pediatricos con
astrocitoma pilocitico o difuso. Los resultados tienen que validarse posteriormente
por gPCR 0 secuenciacion masiva, para proceder a Su uso rutinario como
herramientas de diagnostico. Hay que considerar validaciones individuales por
paciente para cada uno de los biomarcadores seleccionados para determinar su
sensibilidad y especificidad.

Se identificaron diversas especies de NcRNAs con un cambio en su expresion en los
grupos Pilocitico y Difuso, asi como la existencia de transcritos caracteristicos para
cada grupo. La sensibilidad y especificidad de los biomarcadores propuestos se tiene
que establecer en muestras individuales.

El uso de herramientas computacionales de simulacion permitio la prediccion de las
funciones celulares de mayor probabilidad de los Y-RNAs y piRNAs. Estas
predicciones deberan de ser corroboradas en el futuro por técnicas experimentales
que permitan demostrar las interacciones predichas de manera computacional.

Los mecanismos de interaccion con proteinas, propuestos para los Y-RNAs, se
focalizan en lareplicacion del DNA y en laregulacion del sistema inmune. No
obstante, algunos otros procesos de interaccidn con proteinas pueden estar presentes
o0 incluso con otros ncRNAS.

La expresion diferencial de los piRNAs sugiere su participacion como RNAs
interferentes y por lo tanto como supresores de la expresion génica. Mas aun, las
pruebas in silico mostraron posible cooperatividad en sus efectos interferentes ya que
en varios MRNAs se detectaron diferentes sitios potenciales de union simultaneos
para distintos tipos de piRNAs.

La ventaja de la simulacion es reducir las posibilidades de ocurrencia de sucesos a
los mas probables. Esto otorga informacion que permite establecer la ruta mas corta

en el trabajo experimental que deba realizarse a posteriori.
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14. ABREVIATURAS

3D: tridimensionales, tridimensionales.

Al: Artificial intelligence, Inteligencia Artificial.

Ast: astrocitoma.

cfRNA: Circulating Free RNA, RNA libre en circulacion.

circRNAs: RNAs Circulares.

CNS: Central Nervous System, Sistema Nervioso Central.

ctDNA: DNA de tumores circulantes.

DNA: Deoxyribose Nucleic Acid, acido deoxyribonucleico.

EMT: Transicion Epitelial-mesenquimal.

EV: extracellular vesicles, vesiculas extracelulares.

GTP: Guanidine three phosphate, trifosfato de guanidina.

HTA: Human Transcriptome Array, Microarreglo de Transcriptoma Humano.
ILVs: Intraluminal Vesicles, Vesiculas Intraluminales.

IncRNA: Long noncoding RNA, RNA largo no codificante.

m7G: 7-methylguanina.

MiRISC: micro—RNA Silencing Inducing Complex, Complejo Inductor del
Silenciamiento.

mMiRNA: micro-RNA, micro RNA.

MRNA: messenger RNA, RNA mensajero.

MSC: Mesenchymal Stem Cells, celulas madre mesenquimales.

NcRNA: noncoding RNA, RNA no codificante.

nt: nucledtidos.

NGS: Next Generation Sequencing, Secuenciacion Masiva de Ultima generacion.
p-Ast: Astrocitomas pediatricos.

pH: potencial de hidrogeno.

piRNAs: piwi interacting RNAs, RNA de interaccion con piwi.

PMV: Plasma Membrane Vesicles, Vesiculas de Membrana Plasmatica.
poliA: polyadenylates, poliadenilacion.

RF: Random Forest, Bosque aleatorio.

RNA pol: RNA polimerasa.

RNA: Ribo Nucleic Acid, &cido ribonucleico.

RNAseq: RNA Sequencing, secuenciacion de RNA.

rRNA: RNA ribosomal.

RT-PCR: Retrotranscription Polymerase Chain Reaction, Reaccion de cadena de
polimerasa acoplada a reverso transcripcion.

scCRNAs: RNAs de los cuerpos de Cajal.

shRNA: small hairpin RNA, RNA pequefio de pasador.

SINE: Short inter dispersed Nuclear Elements, Elementos nucleares dispersos cortos.
siRNA: Small Interfering RNA, RNA pequefio interferente.
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snoRNAs: small nucleolar RNAs, RNA pequefio nucleolar.
snRNAs: small nuclear RNAs, RNA pequefio nuclear.

TLRs: Toll like receptors, Receptores Tipo Toll.

UTR: Untraslated Region, Region sin traducir.

VVSM: Vector Support Machine, maquina de soporte vectorial.
VtRNAS: vault RNAs, RNA de boveda.

Y-RNA: RNA cYtoplasmic, RNA citoplasmatico.
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Apéndice 1

Tabla Al.1. Nivel de expresién de miRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia miRNA
-198.41 miRNA-548i-3
-107.29 mMiRNA-548w
-106.77 miRNA-548i-3
-94.85 miRNA-548a-2
-88.63 mMiRNA-548 i-2
-86.45 mMiRNA-548 i3
-67.38 mMiRNA-543
-64.01 mMiRNA-548i-1
-61.62 miRNA-548m
-59.86 miRNA-1256
-41.12 mMiRNA-548i-2
-24.77 miRNA-1290
-22.72 miRNA-1261
-20.95 miRNA-509 (1,2,3)
-19.94 miRNA-548u
-18.38 miRNA-708
-17.96 miRNA-548a-2
-15.28 miRNA-1973
-15.03 miRNA-509-3
-11.25 miRNA-1323
-10.83 miRNA-548an
-10.62 mMiRNA-382
-10.3 miRNA-329-2
-8.5 miRNA-4320
-7.96 miRNA-513b
-7.9 mMiRNA-1256
-7.38 miRNA-670
-7.13 miRNA-802
7.1 miRNA-544a
-7.01 mMiRNA-548h-2
-6.93 miRNA-1305
-6.77 miRNA-1270
-6.77 mMiRNA-1270
-6.6 miRNA-4659a
-6 miRNA-4500
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Tabla A1.2. Nivel de expresion de lincRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia lincRNA
-21.86 lincRNA-1061
-10.48 lincRNA-266-1
-9.9 lincRNA-1061
-9.24 lincRNA-1061
-9.24 lincRNA-1061
-8.54 lincRNA-1001
-7.26 lincRNA-1377
-6.09 lincRNA-837

Tabla Al.3. Nivel de expresién de sSnRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | SDRNA

-96.47 SNRNA-U6 small nuclear 15, pseudogene

-95.69 SNRNA-Ro-associated Y1

-77.99 SNRNA-U6 small nuclear (1,2)

-72.53 SNRNA-U7 small nuclear 48 pseudogene (RNU7-48P) on chromosome 6
-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 37, pseudogene (RNU6-37P) on chromosome 1
-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 5, pseudogene (RNU6-5P) on chromosome 2
-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 1

-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 2

-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 7

-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 8

-67.86 SNRNA-U6 small nuclear 9

-52.42 SNRNA-U6 small nuclear 36, pseudogene

-35.81 SNRNA-U6 small nuclear 16, pseudogene

-32.11 SNRNA-U6 small nuclear 33, pseudogene

-31.43 SNRNA-U6 small nuclear 45, pseudogene

-25.63 SNRNA-Ro-associated Y5

-22.68 SNRNA-Ro-associated Y3

-12.21 SNRNA-U6 small nuclear 39, pseudogene

-11.27 SNRNA-U4 small nuclear 5, pseudogene

-10.12 SNRNA-U4 small nuclear 1

-9.89 SNRNA-U6 small nuclear 21, pseudogene

-9.58 SNRNA-U6 small nuclear 34, pseudogene

-8.81 SNRNA-U7 small nuclear 76 pseudogene

-8.49 SNRNA-U5E, U5D small nuclear 1

-8.3 SNRNA-U6 small nuclear 10, pseudogene

-8.01 SNRNA-variant U1 small nuclear 17
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-7.61 SNRNA-U6 small nuclear 71, pseudogene

Tabla Al.4. Nivel de expresién de snoRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia

SNORNA

-61.33

SNORNA-SNORD118L.12

-18.86

snoRNA-C/D box 115-22

-15.07

SnoRNA-C/D box 115-11; 115-36; 115-43; 115-29

-15.07

snoRNA-C/D box 115-29; 115-43; 115-11

-15.07

snoRNA-C/D box 115-43; 115-29; 115-11

-15.07

snoRNA-C/D box 115-43; 115-36; 115-11; 115-29

-9.65

snoRNA-C/D box 115-15

-9.52

snoRNA-C/D box 116-2;116-6

-9.35

snoRNA-C/D box 115-15; 115-20; 115-21; 115-34

-8.73

snoRNA-H/ACA box 70E

-8.7

snoRNA-C/D box 115-5; 115-12; 115-9; 115-10

-8.7

snoRNA-C/D box 115-5; 115-9; 115-10

-8.7

SNORNA-C/D box 115-5; 115-9; 115-10; 115-12

-7.94

snoRNA-H/ACA box 38

-7.94

snoRNA-H/ACA box 38

-7.94

snoRNA-H/ACA box 38

-7.94

snoRNA-H/ACA box 38

-7.94

snoRNA-H/ACA box 38

-7.06

snoRNA-C/D box 115-2

-6.8

snoRNA-C/D box 115-10

-6.77

snoRNA-C/D box 114-2

-6.46

snoRNA-C/D box 53

Tabla A1.5. Nivel de expresion de INcRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.
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Abundancia IncRNA

-374.83 LOC102724034
-98.25 LOC729218
-63.19 LOC102724135
-52.79 LOC101927648
-19.97 LOC100653008
-17.26 LOC101927827
-14.09 LOC105370612
-11.97 LOC100652902
-11.31 LOC100996920
-10.54 LOC105370612
-9.82 LOC101927429
-8.07 LOC101928381
-8.07 LOC101928381
-8.07 LOC101928381
-8.07 LOC101928626
-8.07 LOC101928626
-8.07 LOC101928626
-7.78 LOC100134822
-7.59 LOC100126582
-7.45 LOC105372582
-7.37 LOC100190986
-6.7 LOC101927827
-6.29 LOC101928626
-6.1 LOC105379499
-6.06 LOC100652750

Tabla Al.6. Nivel de expresién de mRNAS sobreexpresados en exosomas de p-Ast difusos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | mBNA
_1977.78 GOLGABD transcript variant X1, mBENA
-345.56 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-246.01 glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase {(GAPDH), tr anscript variant &, non-coding RT7A
-191.24 nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-sp ecific form-like (L OC101060022)
_180.79 chromosome 12 open reading frame 57 (C120rf57), transcript variant 6, non-coding RIYA
-164.66 LOC107987394 mRITA
-146.53 septin 7 pseudogene 2 (SEPT 7P}, non-coding RT9A
phosphodiesterase 4D interacting protein-like (L 0 C100996724), transcript variant 2, non-coding
-142.8 BNA
-133.39 nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-sp ecific form-like (L OC101060022)
95.07 LOC105370852 (LOC105370852), ncRIVA
9025 dynamin 1 psendogene 41 (DINMI1P41), non-coding RINA
9025 phosphoglucomutase 5 (PGMS), transcript variant X1, mBNA
-8§7.13 Phosphoglucomutasa
-86.73 microtubule affinity regulating kinase 2 pseudogene 14 (MARK2FP14) on chromosome 3
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-13.81

olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 2 pseudogene

-13.5 immunoglobulin kappa variable 2D-28
-12.93 apolipoprotein B
-12.61 ankyrin repeat domain 20 family, member A3
-11.95 immunoglobulin kappa constant
-11.89 RNA, 5S ribosomal pseudogene 314
-11.89 RNA, 5S ribosomal pseudogene 316
-11.52 integrator complex subunit 4
-11.51 ribosomal protein L23a pseudogene 4
-11.29 olfactory receptor, family 2, subfamily M, member 1 pseudogene
-11.24 Keratin associated protein 25-1
-10.73 keratin associated protein 5-11
-10.65 ribosomal protein S26
-10.59 coxsackie virus and adenovirus receptor pseudogene 2
-10.38 translation machinery associated 7 homolog (S. cerevisiae) pseudogene
-10.3 olfactory receptor, family 4, subfamily X, member 2 (gene/pseudogene)
-10.18 olfactory receptor, family 6, subfamily C, member 74
-10.13 renal clear cell carcinoma-associated transcript 198
-10.03 olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 87 pseudogene
-9.98 RNA, 5S ribosomal pseudogene 313
-9.9 centaurin, gamma-like family, member 12 pseudogene
-9.76 olfactory receptor, family 14, subfamily J, member 1
-9.72 olfactory receptor, family 5, subfamily D, member 16
-9.64 olfactory receptor, family 4, subfamily D, member 10
-9.55 olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 2 pseudogene
-9.46 SMG1 pseudogene 1
-9.42 lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3)
-9.27 ribosomal protein L21; ribosomal protein L21 pseudogene 28
-9.14 olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 5
-8.98 olfactory receptor, family 4, subfamily Q, member 3
-8.94 amylase, alpha 1B (salivary); amylase, alpha 1C (salivary); amylase, alpha 1A (salivary)
G antigen 12F; G antigen 12C; G antigen 12D; G antigen 6; G antigen 121; G antigen 12G; G
-8.79 antigen 7; G antigen 5; G antigen 4; G antigen 12B
G antigen 12F; G antigen 12C; G antigen 12D; G antigen 6; G antigen 121; G antigen 2D; G
-8.79 antigen 7; G antigen 5; G antigen 4; G antigen 12G; G antigen 12B
-8.78 olfactory receptor, family 2, subfamily M, member 4
-8.7 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-8.61 centaurin, gamma-like family, member 12 pseudogene
-8.6 hect domain and RLD 2 pseudogene 7
-8.49 keratin associated protein 9-8
-8.49 RANBP2-like and GRIP domain containing 8
-8.33 immunoglobulin kappa variable 2D-40
-8.29 olfactory receptor, family 1, subfamily L, member 4
-8.28 olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 91 pseudogene
-8.15 mucin 17, cell surface associated
-8.11 RNA, 7SK small nuclear
-8.09 olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 35 pseudogene
-8.01 olfactory receptor, family 10, subfamily G, member 2
-8 mediator complex subunit 27
-7.95 olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 2
ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 6; ArfGAP with GTPase domain,
-7.87 ankyrin repeat and PH domain 4
-7.83 neuroblastoma breakpoint family, member 9
-7.81 immunoglobulin kappa variable 1D-33
-7.76 immunoglobulin kappa variable 1-27
-7.68 olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 37 pseudogene
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-7.65 hect domain and RLD 2 pseudogene 2
-7.64 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 7, pseudogene
-7.62 decapping exoribonuclease
-7.61 immunoglobulin kappa variable 2-28
-7.57 keratin associated protein 7-1 (gene/pseudogene)
-7.51 olfactory receptor, family 1, subfamily D, member 4 (gene/pseudogene)
-7.51 olfactory receptor, family 1, subfamily L, member 8
-7.48 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-7.45 keratin associated protein 9-1; keratin associated protein 4-8
-7.42 high mobility group nucleosomal binding domain 2 pseudogene 17
-7.4 immunoglobulin heavy diversity 3-22
-7.38 olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 29
-7.38 olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 29
-7.38 solute carrier family 17 (organic anion transporter), member 1
-7.37 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 10 pseudogene 1
-7.36 peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4C
-7.36 peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4C
-7.32 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-7.32 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-7.32 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
-7.32 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2
olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 3; olfactory receptor, family 2, subfamily J,
-7.32 member 2
-7.3 peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4A
-7.27 keratin associated protein 4-8
-7.26 lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3)
-7.26 olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 24
-7.18 seven transmembrane helix receptor
-7.15 olfactory receptor, family 56, subfamily A, member 1
-7.05 peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4G
-6.98 ubiquitin specific peptidase 17-like family member 9, pseudogene
-6.96 olfactory receptor, family 1, subfamily J, member 4
-6.93 coxsackie virus and adenovirus receptor pseudogene 2
-6.9 leucine rich repeat containing 37, member A2
-6.87 olfactory receptor, family 1, subfamily S, member 2
-6.87 SMG1 pseudogene 1
-6.85 ACTR3B pseudogene 2
-6.85 G protein-coupled receptor 50
-6.85 nuclear pore complex interacting protein family, member B9
-6.84 olfactory receptor, family 5, subfamily L, member 2
-6.79 ret finger protein-like 4A-like 1
-6.69 amylase, alpha 1B (salivary); amylase, alpha 1C (salivary); amylase, alpha 1A (salivary)
-6.63 profilin 1 pseudogene 2
-6.61 olfactory receptor, family 7, subfamily A, member 10
-6.59 actin, beta
-6.56 ACTR3B pseudogene 2
-6.56 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 4
-6.56 ARP3 actin-related protein 3 homolog B (yeast) pseudogene 6
-6.56 olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 17
-6.55 olfactory receptor, family 10, subfamily D, member 1 pseudogene
-6.52 AFAP1 antisense RNA 1
-6.5 glucuronidase, beta pseudogene 3
-6.46 olfactory receptor, family 5, subfamily AK, member 2
-6.45 synovial sarcoma, X breakpoint 7
-6.44 immunoglobulin kappa variable 2D-26
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Tabla A1.7. Nivel de expresion de miRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast pilociticos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | miRNA
-8.95 miRNA642b
-8.75 miRNA365a
-8.58 miRNA4443
-7.58 miRNA4779
-7.33 miRNA3690
-7.02 miRNA320b2
-6.88 miRNA451b
-6.82 miRNALET7al
-6.54 miRNAG06
-6.52 miRNA151a

Tabla A1.8. Nivel de expresion de snRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast pilociticos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia SnRNA
-10.86 SNRNA-U6-583P
-9.57 SNRNA-U6-993
-8.1 SNRNA-U6-303P
-7.52 SNRNA-U6-100P
-7.42 SNRNA-U6-542P
-7.18 SNRNA-U6-972P
-7.06 SNRNA-U6-645P
-6.79 SNRNA-U6-555P
-6.7 SNRNA-U6-659P
-6.68 SNRNA-U6-99P
-6.04 SNRNA-UBATAC20P

Tabla A1.9. Nivel de expresion de snoRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast pilociticos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | snoRNA

-17.81 SnoRNA-A72L5

-10.07 SNORNA-A72
-8.43 SnoRNA-L4
-7.4 SnoRNA-13C
-6.76 SnoRNA-22B
-6.5 SnoRNA-63C
-6.11 SnoRNA-36BL1

Tabla A1.10. Nivel de expresion de IncRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast pilociticos.
Ordenados de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | IncRNA

8.4 LOC105375026
448 LINC00302
443 Cl6orf72

414 LOC102724919
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4.14 LOC647070

Tabla A1.11. Nivel de expresion de mMRNAs sobreexpresados en exosomas de p-Ast pilociticos. Ordenados
de mayor a menor Abundancia relativa filtro de Fold-change de 6.

Abundancia | mRNA

49.8 ALFA MANOSIL TRANSFERASA
44.06 SCL LOCUS
16.92 (LRRC37A2)
15.15 HBAL; HBA2
14.81 dystrophin (DMD)
14.32 HBA2; HBA1
11.78 C4B

10.35 HBA2

8.51 IGHD2-2

7.47 RPS18

7.31 BICD1

7.06 TSEN2

6.57 OR5V1
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Apéndice 2
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Cantidad de piRNAs
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Cantidad de miRNAs
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L102724

L729218

L102724

L101927

L100653

L101927

L10537¢C

L100652

L100996

L105637C

L101927

L101928

L101928

L100134

L10012¢

L105372

L10019C

L101927

L101928

L10537¢

L100652

PILO

w
O
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snRNAs

302 1 0 2 3
Caolumn Z-Score

DIF

o]
=
o

ue.1s
RNY1
U6.1
ue6.1.1
ues.2
ue.7
ue.8
us.9
U6.36.
U6.16.
U6.33.
U6.45.
RNY3
RNY5
U6.39.
u4.5
U4.1
use.21.
U6.34.
u7.76.
USE.1
us.10.
v.U1.17

U6.71.
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snoRNAs

-2 -1 0 1 2
Column 2-Score

118L2

118L3

13F

115-22

RN

115-11

115-29

115-36

11543

13E

70CL1

5612

118L 4

C
=
o

DIF
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miRNAs

548i.3
548w
548i.3
548a.2
548.i.2
548.i3
543
548i.1
548m
1256
548i.2
1290
1261
509
548u
708
548a.2
1973
509.3
1323
548an
382
329
4320
513b
1256.1
670
802
544a
548h.2
1305
1270
1270.1
465%a
4500

e}
=
o

DIF
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