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Resumen

Identificacion de una firma de miRNAs con potencial utilidad como biomarcador
parael triaje de mujeres positivas paralainfeccion por el virus del papilomahumano
de alto riesgo (VPH-AR).

El cancer de cuello uterino (CCU) es el cuarto tipo de caAncer mas comudn en mujeres a
nivel mundial y el tercero en paises en vias de desarrollo. La infeccion persistente por el
virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) es un factor clave en el desarrollo de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grados 1 a 3. Aunque la deteccion de VPH-AR
supera a la citologia en eficacia, su valor predictivo para NIC2/3 es limitado debido a la
naturaleza transitoria de muchas infecciones. Por ello, es crucial encontrar métodos
complementarios para mejorar la deteccién y el diagnéstico. Los microRNAs (miRNAs) se
presentan como biomarcadores prometedores por su alteracion en diversos canceres.
Nuestro estudio tuvo como objetivo determinar los perfiles de expresiéon de miARNs en
pacientes con lesiones de alto grado (NIC2/3) y bajo grado (SL/NIC1) positivas para VPH-
AR, con el fin de identificar una firma molecular que permita diferenciar entre NIC2/3 y
NIC1, y evaluar el papel de estos miARNs en la carcinogenesis cervical. Para ello,
realizamos un estudio en dos fases. En la fase de descubrimiento, secuenciamos (small
RNAseq) muestras de cepillados cervicales de mujeres VPH-AR+ con lesiones de bajo
grado (SL/NIC1, n=31) y alto grado (NIC2/3, n=33). Construimos perfiles de expresion
diferencial de miARNSs y realizamos agrupamientos (clustering) por k-medias, curvas ROC
y regresion lineal bivariada para identificar los miARNs con mayor potencial discriminativo.
Los estudios de enriquecimiento funcional y el analisis de datos externos (GEO)
respaldaron nuestros hallazgos. En la fase de validacién, mediante RT-gPCR utilizamos
un grupo independiente de 30 muestras para evaluar la capacidad de los miARNs con
curvas ROC calculando el AUC de los miRNAs para la deteccion de NIC2/3. Identificamos

19 miARNs con expresion diferencial significativa. De estos, cuatro (hsa-miR-1271-5p,
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hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p, y hsa-miR-1246) reunieron la mayoria de las
caracteristicas analizadas y se destacé su implicacion en la regulacion de genes clave en
la infeccion por VPH, lo que sugiere su potencial como biomarcadores para discriminar
NIC2/3. Ademas, se observé que el uso prolongado de anticonceptivos se asocié con un
mayor riesgo de NIC2/3. En la fase de validacion, tres miARNs (hsa-miR-1271, hsa-miR-
501, y hsa-miR-9-5p) presentaron una expresion significativamente mayor en lesiones
NIC2/3 (p < 0.05) y su expresion aumenté con la progresion de la enfermedad (NIC1, NIC2,
NIC3). El miARN hsa-miR-501 mostr6é el mayor AUC (88%) para la deteccion de NIC2/3,
y su combinacion con hsa-miR-1271 y hsa-miR-9-5p mejoro la precisién del modelo a un
AUC de 94%. Estos resultados, que se correlacionan entre ambas fases del estudio,
subrayan el potencial de los miARNs identificados como biomarcadores prometedores
para el tamizaje de lesiones cervicales preneoplasicas, con implicaciones significativas
para su futura aplicacion clinica en la deteccion de la lesion de alto grado y estratificacion

del riesgo.

Palabras clave: VPH-AR, neoplasia intraepitelial cervical, miRNAs, biomarcador,

cepillado cervical, citologia.
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Abstract

Identification of a miRNA signature with potential usefulness as a biomarker for the

triage of women positive for high-risk human papillomavirus (HR-HPV) infection.

Cervical cancer (CC) is the fourth most common cancer in women worldwide and the third
in developing countries. Persistent infection with high-risk human papillomavirus (HPV-HR)
is a key factor in the development of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grades 1 to 3.
Although HPV-HR detection is more effective than cytology, its predictive value for CIN2/3
is limited due to the transient nature of many infections. Therefore, it is crucial to find
complementary methods to improve detection and diagnosis. MicroRNAs (miRNAs) are
emerging as promising biomarkers due to their alteration in various cancers. Our study
aimed to determine the miRNA expression profiles in patients with high-grade (CIN2/3) and
low-grade (SL/CIN1) lesions positive for HPV-HR, with the goal of identifying a molecular
signature that differentiates between CIN2/3 and CIN1 and evaluating the role of these
mMiRNAs in cervical carcinogenesis. To achieve this, we conducted a two-phase study. In
the discovery phase, we sequenced (small RNAseq) cervical brush samples from HPV-
HR+ women with low-grade lesions (SL/CIN1, n=31) and high-grade lesions (CIN2/3,
n=33). We constructed differential miRNA expression profiles and applied k-means
clustering, ROC curves, and bivariate linear regression to identify miRNAs with the highest
discriminatory potential. Functional enrichment studies and external data analysis (GEO)
supported our findings. In the validation phase, using RT-qPCR, we employed an
independent group of 30 samples to evaluate the diagnostic capability of the miRNAs with
ROC curves, calculating the AUC of the miRNAs for CIN2/3 detection. We identified 19
miRNAs with significant differential expression. Of these, four (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-
9-5p, hsa-miR-501-3p, and hsa-miR-1246) met most of the analyzed criteria and showed
involvement in regulating key genes in HPV infection, suggesting their potential as
biomarkers for discriminating CIN2/3. Additionally, prolonged use of contraceptives was
associated with a higher risk of CIN2/3. In the validation phase, three miRNAs (hsa-miR-
1271, hsa-miR-501, and hsa-miR-9-5p) exhibited significantly higher expression in CIN2/3
lesions (p < 0.05), and their expression increased with disease progression (CIN1, CINZ2,
CIN3). miRNA hsa-miR-501 demonstrated the highest AUC (88%) for detecting CIN2/3,
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and its combination with hsa-miR-1271 and hsa-miR-9-5p improved the model's accuracy
to an AUC of 94%. These results, correlating across both phases of the study, underscore
the potential of the identified miRNAs as promising biomarkers for cervical pre-cancerous
lesion screening, with significant implications for their future clinical application in high-

grade lesion detection and risk stratification.

Keywords: HPV-HR, cervical intraepithelial neoplasia, miRNAs, biomarker, cervical brush,

cytology.
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Introduccioén

El CCU es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres de 15 y 44 afios a nivel
mundial (1). De acuerdo con globocan (2022), a nivel mundial el CCU ocupa el octavo lugar
en incidencia con 661.021 nuevos casos y el noveno en mortalidad con 348.189 muertes
a causa de la enfermedad (2). En Colombia, ocupa el tercer lugar en incidencia y
mortalidad entre los canceres que afectan a las mujeres con 13.7 casos y 6.9 casos por
cada 100.000 habitantes respectivamente (3), por lo que es considerado un problema de
salud publica. Este cancer se denomina "enfermedad de la disparidad”, debido a la
desproporcion en las cifras de incidencia y mortalidad entre los paises de ingresos bajos y
medios y los paises de ingresos altos (4). Las barreras socioeconémicas y de acceso a la

salud contribuyen a la alta incidencia y mortalidad por este cancer en Colombia (5,6).

El VPH se detecta en el 99.7% de los casos de CCU, por lo que es considerado como el
factor etiolégico de este tipo de cancer (7), y un factor de riesgo para el desarrollo de
lesiones intraepiteliales cervicales y, eventualmente, cancer. La infeccién por VPH es la
infeccién de transmision sexual mas comudn y aunque la mayoria de las mujeres logra
eliminar la infeccion (7), las mujeres que tienen infecciones persistentes VPH-AR
desarrollan lesiones precursoras que, de no ser detectadas y tratadas, tienen el potencial
de progresar a CCU. Los VPH-AR 16 y 18 son los mas comuUnmente encontrados en CCU

y se asocian con el 70% de todos los canceres de cérvix (7).

La historia natural del CCU es un proceso lento, que tarda afios/décadas en ocurrir (8),
desde la infeccion inicial, pasando por las lesiones intraepiteliales de bajo, mediano y alto
grado, con mayor riesgo de progresar a cancer invasor (9), hay una ventana de tiempo
suficiente para la deteccién y el tratamiento de estas lesiones, que podria disminuir la

mortalidad por este tipo de cancer (7).
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La deteccion de las lesiones precursoras tradicionalmente se ha basado en la citologia
cervicovaginal (CCV), y confirmadas mediante una biopsia. Esta técnica ha desempefiado
un papel crucial en la reduccion de las tasas de mortalidad en los paises que tienen amplia
cobertura y calidad, sin embargo, en paises en vias de desarrollo las tasas de mortalidad
persisten debido a la falta de programas de deteccién y seguimiento eficaces (4,10). En
Colombia, hubo una disminucién en la incidencia desde el 2012 hasta el 2018 (de 15.1 a
13.2), pero la tasa de mortalidad se ha mantenido constante entre los afios 2017 y 2021
(de 6.6 a 6.5) (11).

La citologia cervicovaginal enfrenta desafios que comprometen su eficacia como la
discordancia entre observadores, que genera baja reproducibilidad de la prueba con altas
tasas de falsos negativos (12), y, en especial, una baja sensibilidad de la prueba para
detectar NIC2+ (13), y NIC3+ (14). La implementacion de la citologia en base liquida no
mejora la sensibilidad ni la especificidad para la deteccién de lesiones intraepiteliales
cervicales de alto grado (15) y su impacto en la incidencia y la mortalidad asociadas al
CCU es muy limitada (12), por otra parte, su aplicacion en los paises en vias de

desarrollo es compleja, dificil de ejecutar, ineficiente y costosa.

Dada la relacién etiolégica entre la infeccién por VPH y la carcinogénesis cervical, se ha
propuesto la prueba de ADN del VPH como prueba de deteccién alternativa a la citologia
(16). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) respalda el uso de la prueba del ADN
del VPH como método de tamizacion primaria mas eficaz que la citologia para reducir la
incidencia de lesiones preneoplasicas y cancer (7, 17, 18). La eleccién de esta prueba se
justifica en su notable eficacia, ofreciendo un 60 a 70% mas de proteccion que la
tamizacion basada en citologia, como sefiala un estudio de Ronco y colaboradores en
2014 (19) (20) y exhibe una sensibilidad superior al 90% para distinguir lesiones de alto
grado (NIC2/3) (7, 21, 22). Esta prueba se destaca por su valor predictivo negativo cercano
al 100%, es decir que un resultado negativo para ADN de VPH reduce la probabilidad de
desarrollar cancer, y su rentabilidad es mayor, comparada con la citologia, porque se
realiza cada 5 afios en caso de que el resultado sea negativo (23).

Sin embargo, la deteccion primaria de VPH presenta una especificidad inferior al 50%,
debido a que la mayoria de las mujeres infectadas con el VPH-AR eliminan la infeccién
de forma espontanea y soélo un pequefio porcentaje de las mujeres infectadas con VPH-

AR desarrollan infeccion persistente y lesiones precursoras del cancer de cuello uterino,
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por lo que esta prueba aumenta el nimero de resultados de deteccién positivos, la cantidad
de remisiones a colposcopias y los sobre tratamientos, que aumentan los costos en el
sistema de salud, y también se traduce en carga emocional en las mujeres. (23, 24). Por
tal motivo, ante una prueba de deteccion primaria de VPH, es crucial desarrollar métodos
gue identifiquen, entre las mujeres VPH+, a aquellas con lesiones preneoplasicas de alto
grado y mayor riesgo de progresidn a cancer cervical.

Se han desarrollado pruebas para clasificar el grado y riesgo de las lesiones en mujeres
positivas para VPH-AR, que incluyen la genotipificacién parcial de VPH 16 y 18, la
inmunohistoquimica para p16/Ki-67, la metilacion del ADN, la expresion de los oncogenes
E6 y E7 del VPH y biomarcadores moleculares, entre otros (26). En la actualidad las
pruebas conjuntas de citologia y ADN VPH se han destacado en mejorar la estratificacion
del riesgo (21,23), sin embargo; es importante destacar que ambas son herramientas de
deteccion, no de clasificacion de lesiones. La prueba estandar es la colposcopia con
biopsia para confirmar y estadificar las lesiones premalignas (26), pero esta prueba es
invasiva y, en ocasiones dolorosa, por lo que, a pesar de su efectividad, es necesario
realizar pruebas mas precisas para identificar, entre las mujeres con VPH-AR+. Por lo
tanto, se requiere una prueba que permita distinguir objetivamente las infecciones
transitorias que no van mas alla de causar una lesion de bajo grado de las asociadas a
transformacién oncogénica o de alto grado, que tienen mayor riesgo de terminar en cancer
de cérvix. Esta clasificacion es fundamental para evaluar el riesgo asociado a las lesiones
y mejorar la identificacion de pacientes con un riesgo significativo de desarrollar cancer

cervical.

En los dltimos afos, el andlisis de los cambios de expresién en miRNAs se ha convertido
en una herramienta util para distinguir entre células normales y tumorales y con potencial
como biomarcador para el diagnéstico de diferentes tipos de cancer (26). Los miRNAS son
secuencias de RNA de 19 a 23 nucleétidos, cuya funcién es regular negativamente la
expresion génica a nivel postrascripcional (27,28,29,30). Los miRNAs suprimen la
expresion de su mRNA blanco al aparearse con secuencias complementarias en las
3'UTR, lo que desestabiliza el transcrito, reprime la traduccién, o ambas (31). Dado que
los miRNAs humanos se localizan con frecuencia en sitios fragiles como las regiones
cromosdémicas afectadas en cancer, se postula que estas alteraciones representan un

mecanismo subyacente a la expresion alterada de miRNAs en cancer. Este mecanismo ha
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sido demostrado in vitro en lineas celulares de melanoma, neuroblastoma, mieloma, y en

cancer de ovario y de mama (32).

La expresion aberrante de miRNAs en CCU y sus lesiones precursoras se investigo
previamente (26) (33) (34), y los resultados obtenidos respaldan la idea de que los miRNAs
desregulan la expresibn de genes supresores de tumor vinculados a procesos
carcinogénicos del VPH, como TP53, CDKN1A y CDKN1B, pRB-E2F1 (35). Sin embargo,
dichos resultados no siempre fueron concluyentes en cuanto a la capacidad de los miRNA
para apoyar o suprimir la carcinogénesis del cuello uterino (33) (36), probablemente debido

a diferencias en los materiales o métodos utilizados para el andlisis.

Los perfiles de miRNAs son facilmente detectables con RNAseq, por lo que en el presente
estudio se propuso secuenciar y determinar los perfiles de expresion de miRNAs que
permitan discriminar eficazmente entre lesiones preneoplasicas de alto (NIC2/3) y bajo
grado (NIC1), en mujeres VPH-AR+. La capacidad de estos perfiles para clasificar las
lesiones de manera precisa no solo facilita la separacion de los casos de mayor riesgo,
sino que también tiene implicaciones directas para el triaje clinico. Una clasificacion precisa
basada en miRNAs ayudaria a priorizar el manejo de mujeres VPH-AR+ con lesiones de
alto riesgo, optimizando recursos y reduciendo intervenciones innecesarias en mujeres con
lesiones de bajo riesgo. Por tal razén, el objetivo de este estudio fue “Determinar los
perfiles de expresion de los miRNAs presentes en muestras de cepillados cervicales de
mujeres con lesiones de alto (NIC 2/3) y bajo grado (NIC 1) o sin lesiones, positivas para
infeccién por VPH de alto riesgo con el fin de establecer una firma de miRNAs con potencial
utilidad en el triaje de mujeres positivas para VPH-AR", siendo este uno de los primeros
estudios en el pais sobre el papel de los miRNAs como biomarcadores en mujeres

positivas para VPH-AR.
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En 2020 la incidencia de CCU fue de 14.9 casos por cada 100.000 habitantes con 4.570
nuevos casos, lo que lo convierte en el tercer cAncer mas frecuente en mujeres y en
Colombia, es la tercera causa de muerte por cancer en mujeres (2435 muertes que
equivalen al 4.3% del total). A nivel mundial ocupa el cuarto lugar en mortalidad con 341.
831 muertes (1,3), por lo que el CCU continta siendo un problema de salud publica,
particularmente en paises en vias de desarrollo, en los cuales las estrategias de

prevencién y diagnéstico temprano no son tan efectivas (37,38).

La citologia cervicovaginal, ha sido crucial para la reduccion de la incidencia y la mortalidad
por CCU en paises desarrollados gracias al establecimiento de programas de tamizaje bien
estructurados (38,39). Sin embargo, en paises de ingresos bajos y medianos, la calidad y
cobertura de la citologia son inadecuadas, lo que resulta en un alto porcentaje de falsos
negativos (>50%) (38) debido, en parte, a que es una prueba dependiente de la habilidad
del operador, lo que dificulta la discriminacién precisa entre lesiones de alto (NIC2/3) y bajo
(NIC1>) grado e incrementa el riesgo de no detectar lesiones significativas. (13,20).
Incluso, cuando se obtiene un resultado positivo para la lesion, se requieren remisiones
adicionales a colposcopia y/o biopsia para estratificar el riesgo de la lesién. El
entendimiento del papel del virus en el CCU permitié adaptar la prueba del ADN del VPH-
AR como tamizaje primario para la deteccién del virus y la prevencion de ésta enfermedad
(13) Este método de deteccion es mas sensible (>90%) y rentable que la citologia para
detectar lesiones premalignas, pero, su valor predictivo es bajo debido a la pequefia
proporcion de mujeres positivas para ADN de virus de alto riesgo que desarrolla CCU (20),
lo que dificulta la estratificacion del riesgo o triaje de las infecciones primarias por VPH-
AR. Se estima que alrededor del 60% al 90% de NIC1 regresara a la normalidad después
de 1 afio, mientras que las mujeres con NIC2 y NIC3 tienen un mayor riesgo de desarrollar

cancer invasivo (15% y 10% respectivamente) (40,41,42)
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El principal desafio para la prevencién del CCU es el desarrollo de una clasificacién precisa
para las mujeres VPH-AR+. Dado que menos del 10% de las mujeres infectadas por el
VPH-AR, desarrollardn una infeccion persistente que progresara a la aparicion de lesiones
preneoplasicas de alto grado. Lo anterior resalta la importancia de la identificacion de
biomarcadores con posible utilidad para el desarrollo de una estrategia de triaje que
permita identificar el grado y riesgo de la lesidbn en mujeres que resulten positivas para
VPH-AR en la tamizacion basada en deteccion de VPH. Aunque existe evidencia del papel
de los VPH-AR como el principal factor de riesgo para desarrollar CCU, también es bien
conocido que el VPH es necesario, pero no suficiente para desarrollar el CCU. En la
carcinogénesis del cuello uterino, intervienen otros factores como las variaciones genéticas

individuales y los factores ambientales.

Los miRNA son RNA enddgenos no codificantes con una longitud de aproximadamente 22
nucleotidos, capaces de modular la expresion génica a nivel postranscripcional mediante
su unién a secuencias complementarias en la region no traducida (UTR) 3' de los RNA
mensajeros (RNAm). Estos miRNAs son utiles para el diagnoéstico clinico gracias a su
estabilidad en condiciones de temperatura y pH no controladas, a su resistencia a las
ribonucleasas (43) y, a su larga duracion In vivo (44) e In vitro (45), lo que facilita su andlisis
y la obtencion de resultados automatizados (46), en diversas muestras (47). Estudios
adicionales sugieren que el VPH parece desempefiar un papel crucial en la modulacién de
la red celular de miRNA, y que la mayoria de los miRNA vinculados a este proceso, tienden

a expresarse como consecuencia de la infeccién por VPH (10, 48, 49).

Dado que la recoleccion de células cervicales constituye un método poco invasivo para
realizar la citologia y la deteccion del VPH, el cepillado cervical constituye una muestra de
tejido estratégica para identificar perfiles de expresion de miRNA que pueden ser
biomarcadores utiles para la deteccion de las lesiones preneoplasicas de alto grado, en

mujeres positivas para el VPH-AR.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ La expresion diferencial de miRNAs en cepillados cervicales de mujeres positivas para
infeccidn por VPH-AR con lesiones de bajo (SL/NIC 1) y alto grado (NIC 2/3), puede ser
utilizada como biomarcador para la clasificacion y estratificacion del riesgo de las lesiones

pre neoplasicas del cérvix?

2. Justificacion

Se ha demostrado que la prueba primaria de deteccién del VPH brinda una deteccion
superior de las lesiones intraepiteliales de alto grado (>90%) y CCU en comparacién con
la tamizacién basada en citologia, por lo cual las guias actuales de citologia recomiendan
realizar pruebas para la deteccion de ADN del VPH como herramienta de tamizacion
primaria (19, 50, 51, 52). Sin embargo, la especificidad (falsos positivos) de la prueba de
VPH para detectar la NIC 2/3 es baja al igual que su valor pronéstico (53), por lo que se
requiere encontrar mejores métodos para seleccionar a las mujeres VPH-AR positivas que
deben ser referidas a colposcopia con biopsia inmediata por su riesgo de progresion a

cancer.

Aln no se ha llegado a un consenso sobre la estrategia 6ptima de triaje para las mujeres
con VPH positivo, lo que es critico para desarrollar un programa de deteccién basado en
la infeccion por VPH, debido a la mayor sensibilidad, pero menor especificidad de esta
prueba (52, 54). La repeticion de pruebas genera ansiedad e implica pérdidas en el
seguimiento. Para prevenir la remisién innecesaria de mujeres con infeccion transitoria por
VPH a colposcopia, y disminuir la ansiedad asociada a estos procedimientos, es hecesario
disponer de una prueba para estratificar el riesgo de lesion intraepitelial en las mujeres
positivas para VPH.

Los miRNAs han emergido como biomarcadores prometedores debido a sus

caracteristicas deseables, como su estabilidad y capacidad para ser cuantificados
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mediante técnicas avanzadas como RNAseq y RT-gPCR. Se ha demostrado que los
perfiles de miRNA permiten clasificar los canceres humanos. En muchos tipos de tumores
incluido el CCU, se observan patrones caracteristicos de expresion de miRNAs (33). En
CCU se han reportado mas de 246 miRNAs desregulados (55, 56, 57), y en lineas
celulares, lesiones preneoplasicas, y exosomas aislados de plasma se han reportado
patrones de expresion de miRNAs alterados. (58, 59, 60, 61,62, 63, 64, 65, 66, 67).
Adicionalmente, existe evidencia de que los miRNAs regulan negativamente la expresion
de genes supresores de tumor como TP53, CDKN1A (p21) y CDKN1B (p27), cuya funcion
es esencial para suprimir el desarrollo tumoral. Durante la infecciéon por VPH-AR, estos
genes supresores de tumor son degradados por las oncoproteinas E6 y E7 del virus, lo

gue desregula el ciclo celular (68, 69,70,71).

A la fecha no se cuenta con un sistema unificado para la identificacién de miRNAs celulares
expresados diferencialmente que tengan potencial como biomarcador, en muestras de
cepillados cervicales VPH-AR+. Aunque se han realizado intentos para comparar los
miRNAs diferencialmente expresados entre las lesiones del cérvix de alto grado y las de
bajo grado en mujeres VPH-AR+, y determinar su desempefio diagnéstico en términos de
sensibilidad y especificidad, los resultados han sido variables y aun persiste un vacio
significativo en el conocimiento. (72, 73; 66, 20, 74, 75, 67). Tian et al. informaron que la
deteccion de miRNA en raspados cervicales positivos para VPH tiene un rendimiento
superior sobre la citologia para la deteccion de lesiones NIC de alto grado en una poblacion
de referencia, lo que indica el potencial que tiene la deteccién de miRNAs para las pruebas
de clasificacion de mujeres VPH-AR+ en programas de tamizaje para la estratificacion del
riesgo de progresion de las lesiones. Sin embargo, hacen falta estudios que permitan
descubrir una firma de miRNAs confiable en NIC y CCU (20).

Este trabajo tiene como objetivo explorar el potencial de los miRNAs para la estadificacion
de mujeres con infeccion por VPH-AR, especialmente identificando las lesiones
neoplasicas de alto grado. Al clasificar correctamente estas lesiones, se busca reconocer
a las mujeres con mayor riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino, lo que permitira
aportar al disefio de estrategias de triaje mas precisas y eficaces que contribuyan al

abordaje de estrategias de prevencion primaria mas efectivas. La identificacion de las
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mujeres en riesgo permitira reducir los procedimientos invasivos innecesarios y optimizar

los recursos del sistema de salud.

HIPOTESIS

Existen diferencias entre los perfiles de expresion de miRNAs en mujeres VPH-AR+
con NIC de alto grado (NIC2/3) y de bajo grado (NIC1>), que permiten discriminar el grado
de la lesion intraepitelial, asi como el riesgo de desarrollar lesiones precursoras del cancer

de cuello uterino.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Determinar los perfiles de expresion de los miRNAs presentes en muestras de cepillados
cervicales de mujeres con lesiones de alto (NIC 2/3) y bajo grado (NIC 1) o sin lesiones,
positivas para infeccion por VPH de alto riesgo con el fin de establecer una firma de

mMiRNAs con potencial utilidad en el triaje de mujeres positivas para VPH-AR.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Objetivo especifico 1

Realizar la caracterizaciéon y clasificacion de las muestras de cepillados cervicales en:
normales, con lesiones de bajo grado (NIC 1) o con lesiones de alto grado (NIC 2/3)
mediante un método estadistico de clustering, con base en los datos obtenidos del analisis

de expresion de miRNAs en las muestras.

3.2.2 Objetivo especifico 2

Comparar los perfiles de expresion diferencial de los miRNAs obtenidos mediante la
secuenciacién masiva en paralelo de los miRNAs obtenidos partir de cepillados cervicales
provenientes de mujeres sin lesiones del cérvix, con lesiones de bajo grado (NIC 1) o con
lesiones de alto grado (NIC 2/3), positivas para VPH-AR.

3.2.3 Objetivo especifico 3

Identificar mediante el analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, los miRNAs con
potencial utilidad para detectar NIC2/3 con un alto poder discriminatorio e identificar los
genes blanco de éstos miRNAs y sus implicaciones en los procesos relacionados con la

carcinogénesis.



4.Marco de referencia

4.1 MiRNAs en Céancer

Los biomarcadores han evolucionado desde enfoques Unicos hasta adaptaciones
necesarias para abordar procesos complejos como la carcinogénesis. Para ser
considerado un biomarcador de prondstico, el gen o la proteina debe esta expresada
diferencialmente entre células normales y tumorales, debe cumplir ciertos criterios y ser
validados mediante estrategias que van desde la evaluacion molecular hasta su
implementacion en protocolos clinicos (76). Mediante la gendmica, la proteémica y la
patologia molecular se han identificado multiples biomarcadores con potencial aplicacién
en la clinica, para mejorar la precision diagnostica y la atencion integral del paciente (76).
Los biomarcadores de RNA, los RNAmM y los miRNA, son los objetivos terapéuticos clave
debido a su papel en la regulacién de la expresidon génica. Los miRNAs realizan una
regulacion postraduccional asociada con el silenciamiento de genes, por degradacion del
RNA mensajero (RNAm) o por interferencia con su traduccién. Mas del 30% de la
traduccion de proteinas se regula de esta manera (77). Alteraciones en la secuencia o
biogénesis de los miRNAs pueden provocar cambios en su expresion, lo que incrementa
el riesgo de pérdida de control del ciclo celular y contribuye al desarrollo tumoral. Existe
evidencia de que la funcion de los miRNA en la carcinogénesis estd mediada por la
regulacién positiva de los miRNA supresores de tumores (ST) o la regulacién negativa de
los miRNA oncogénicos (oncomiRs) que conducen al inicio y la progresion del cancer (78,
79). (Figura 1).
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Figura 1 miRNA como oncogenes o0 supresores de tumor. Los mIiRNAs
sobreexpresados son conocidos como oncomiRs, mientras que aquellos con disminucion
en su expresion se denominan miRNAs ST. Dependiendo del tipo de céancer, los miRNAs
pueden tener una funcion dual. Los oncomiRs actian como oncogenes al promover la
proliferacion, angiogénesis e invasion celular, estimulando la formacién de tumores a,
mientras que los MiRNAs supresores de tumor tienen el efecto contrario al inhibir la

carcinogénesis (78,79,80).

Oncomirs

Promueven cancer
metastasis inhibiendo Ia
expresion de genes
supresores de tumores

La disminucion en su
expresion  aumentara
los genes supresores
de tumores.

miRNAs 5T

Su expresion aumentada
disminuyen la expresion de
genes oncogenicos.

La reduccion de su expresion
aumenta la expresion de
genes proto-oncogénicos vy
dirigira la funcién celular
hacia la formacién de tumor.

La ubicacién especifica de los miRNA en el genoma es crucial en la forma como se lleva
a cabo esta regulacién transcripcional. Pueden dividirse en intragénicos e intergénicos
segun su posicién gendémica (82), y se cree que los miRNA intragénicos, localizados dentro
de intrones o exones en la misma cadena del gen, se regulan conjuntamente con sus
genes hospedadores mediante la RNA polimerasa Il. En contraste, los miRNA intergénicos,
situados entre genes, se transcriben desde sus propios promotores por la RNA polimerasa
Il o lll. No obstante, investigaciones recientes han demostrado que los miRNA intragénicos,
incluidos los intrénicos, no siempre se transcriben simultdneamente con los genes
hospedadores (79). Alrededor del 50% de los miRNA humanos anotados se agrupan en
regiones del genoma, consideradas sitios fragiles que infieren el papel crucial de los
mMiRNA en el desarrollo del cancer (83)

Las alteraciones en los cromosomas que albergan clusters de miRNA, la expresion
anormal de factores de transcripcion y los cambios en la via de procesamiento de los

mMiRNA pueden desregular su expresion en cancer. Se han descrito una gran cantidad de
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mMiRNA sobreexpresados y reprimidos en diferentes tumores solidos mediante técnicas
como microarreglos, PCR cuantitativa, secuenciaciéon, Northern blot y NanoString, en
modelos animales, lineas celulares y muestras de tejido humanas. Por ejemplo, en 2002,
el primer informe sobre la funcién de los miRNA en el cancer mostré que en la mayoria de
las personas con leucemia linfocitica cronica (LLC), los miRNA miR-15 y miR-16 estan
eliminados (84). Otros estudios revelaron que miR-15 y miR-16 funcionan como supresores
de tumores al atacar el oncogén BCL2, que codifica una proteina de supervivencia celular
(83). El miR-21 es otro miRNA, que se sobreexpresa en la mayoria de los tumores e
incrementa la proliferacion y disminuye la apoptosis, al atacar varios genes supresores de
tumores, incluido PTEN (85). Las alteraciones en genes de la maquinaria de biogénesis de
los miRNAs, como por ejemplo Drosha y Dicer, también se han asociado con la generacién
de varios tipos de cancer, como el de ovario, CCU, eso6fago, y gastrico, entre otros (85).
Un gran ndmero de estudios han reportado la expresién alterada de miRNA en diversos
tipos de cancer: let-7, regulado negativamente en cancer de mama, colon y pulmadn, actda
como supresor tumoral al reprimir RAS o MYC. miR-34a, regulado por p53, y miR-331-3p,
expresados a la baja en carcinoma nasofaringeo, también tienen funciones supresoras de
tumor. En contraste, la sobreexpresion de miR-21, miR-155, el grupo miR-17~19b y miR-
106b-5p tiene funcién oncogénica en diversos tumores soélidos y neoplasias hematoldgicas
(83, 85); miR221/222, miR-663, y miR-545 interactlan con blancos importantes en la
proliferacion celular; miR 17-92, miR-34, miR-122 estan relacionados con la apoptosis v,

miR-155, miR-200, miR-203, miR-9, y miR-212, con la invasion y metéstasis celular (67).

El interés por la investigacion de los miRNAs en oncologia ha aumentado
significativamente en los Gltimos afios debido a su papel en la patogénesis del cancery su
potencial como biomarcadores con potencial para el diagnéstico, tratamiento y prondstico
de la enfermedad. El hecho de que los miRNAs sean cortos y estables, les confiere una
ventaja practica sobre el RNA mensajero para la investigacion en cancer, y resultan muy

convenientes como biomarcadores para el diagnostico y prondstico del cancer.
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4.2 MiRNASs en cancer de cuello uterino

Un numero considerable de estudios ha demostrado que los miRNAs regulan la expresion
génica modulando la expresién de genes regulatorios importantes, lo que favorece la
carcinogénesis del cérvix (86,87). Mediante la comparacion de los perfiles de expresion de
mMiRNAs, entre tejidos tumorales y normales del cuello uterino, se ha establecido una
asociacion entre la expresion aberrante de los miRNAs y el cancer de cuello uterino
(61). Adicionalmente, existe evidencia del papel de los miRNAs en las lesiones
precursoras del cérvix, lo que ha llevado a estudiar el mecanismo molecular de los miRNAs

en este tipo de cancer.

La mayoria de estudios han identificado miRNAs desregulados en muestras de tejido del
cérvix mediante analisis de microarreglos. Muchos de estos estudios se han enfocado en
el uso diagnastico y prondstico de los miRNAs empleando PCR cuantitativa en biopsias de
cérvix o investigando la contribucién funcional de los miRNAs individuales al desarrollo del
cancer de cérvix (71,72). Sharma et al. realizaron una revisién comprensiva de los miRNAS
desregulados en CCU (DEmIRNAS), y encontraron 246 DEmMIRNAs reportados en 51
estudios, de los cuales s6lo 41 han sido reportados en 5 0 mas estudios, y 116 han sido
reportados en un solo estudio (56). He y colaboradores realizaron un metaanalisis en el
gue, luego de excluir del analisis los miRNAs reportados en un Unico estudio, encuentran
42 miRNAs sobre regulados entre diferentes estadios del cancer de cérvix, 21 regulados a
la baja y 35 con resultados variables (46). Pardini et al, realizaron una revision sisteméatica
en la que evaluaron los miRNAs como marcadores de progresion en CCU, incluyeron 24
estudios, 18 que emplearon PCR cuantitativa en tiempo real basada en miRNAs
seleccionados de otros estudios, cinco basados en microarrays y uno por RT-PCR
cuantitativa. Se identificaron 17 miRNAs sobre regulados asociados con la progresion a
cancer de cérvix y 13 regulados a la baja. Sin embargo, la coincidencia entre los
DEmMIRNASs descritos en diferentes estudios, es muy pequefa (61). Recientemente se han
reportado varios estudios de secuenciacion masiva en paralelo para determinar los perfiles
de miRNAs en la carcinogénesis del cuello uterino, usando diferentes tipos de muestra:
exosomas en plasma (60, 63), lineas celulares derivadas de CCU (57), biopsias (62,66)

suero (62), cultivos organotipicos (74), y material de autotoma de citologia (65,89). Al igual
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gue en los estudios basados en microarrays, la coincidencia en cuanto a los perfiles de
mMiRNAs descritos es poca, y esto puede explicarse en parte por los diferentes tipos de
muestra empleados, puesto que es bien sabido que los perfiles de miRNAs difieren segun
la muestra empleada para su andlisis (90). A la fecha no encontramos en bases de datos
como Pubmed reportes de perfiles de expresion de miRNAs en cepillados del cuello uterino
de mujeres con lesiones preneoplasicas mediante secuenciacion, adicionalmente, existen
pocos estudios acerca de la aplicabilidad clinica del analisis de expresion de miRNAs en
cepillados cervicales, y los que hay, se han basado principalmente en el descubrimiento
de firmas de miRNAs obtenidas a partir de microrarays en biopsias de tumor y de lesiones

preneoplasicas, con resultados variables (20, 64, 71, 87).

A medida que las investigaciones sobre miRNAs en CCU avanzan, la cantidad de ellos
gue estan involucrados en su desarrollo aumenta notablemente. La tabla 1 resume los

mMiRNAs que se han reportado como oncogénicos y supresores de tumores en CCU.

Tabla 1 MIRNAs reportados como oncogénicos o supresores de tumores en CCU.
Informacion resumida de (91).

mMiRNAs oncogénicos MiRNAs supresores de tumores
miR-21 miR-23b miR-107
miR-20a y miR-106a miR-329-3p miR-145
miR-221-3p miR-200c miR-22
miR-1246 miR-132 y miR-183 miR-124
miR-150 miR-454-3p miR-494
miR-31, miR-486-3p miR-let-7a
miR-222 miR-375 miR-101
miR-221 miR-296 miR-143/miR-107
miR-590-5p miR-337 miR-139-3p
miR-10a miR-424-5p miR-138
miR-501 miR-140-5p miR-379
miR-92a miR-485
miR-181a-5p

miR-19a/b

Se han realizado numerosos estudios de analisis de expresion diferencial
comparando tejido normal y CCU, NIC de bajo y alto grado, y NIC en diferentes grados,

utilizando diferentes tipos de muestras, en los que se han encontrado algunos miRNAs
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sobre expresados o sub expresados. Las Tablas 2 y 3 resumen los resultados de algunas

revisiones sistematicas que han reportado miRNAs desregulados al alza, o a la baja.

Tabla 2 Resumen de los miRNAs mas relevantes encontrados en diferentes muestras
provenientes de cancer cervical, especificando su regulacion (positiva o negativa) y los

tipos de muestras donde se han identificado. Informacién resumida de (92).

MicroRNA Regulacion Tipos de Muestras

miR-20a-5p Positiva Biopsias de tejido, células exfoliadas,
suero

miR-92a-3p Positiva Biopsias de tejido, suero

miR-101 Positiva/Neg. Biopsias de tejido, suero

miR-141-3p Positiva Suero, moco cervical

miR-144-3p Positiva Moco cervical

miR-155 Positiva Suero, moco cervical

miR-205 Positiva Suero, moco cervical

miR-375 Positiva/Neg. Biopsias de tejido, células exfoliadas

miR-424 Positiva Biopsias de tejido, células exfoliadas

miR-494 Positiva Suero, células cervicales exfoliadas

miR-142-3p Negativa Suero

miR-218-5p Negativa Suero

Tabla 3 Resumen de miRNAs regulados positivamente y negativamente en el contexto

del cancer cervical (91, 93, 94).

Regulados positivamente Regulados negativamente
miR-10a, miR-501, miR-1246, miR- miR-20a, miR-106a, miR-150, miR-31,
221-3p,
miR-2§1, miR-222, miR-92a, miR- miR-23b, miR-329-3p, miR-132, miR-7,
181a-5p,
miR-19a/b, miR-29a, miR-21, miR-25 miR-144, miR-375, miR-337, miR-296,
miR-106a, miR-185, miR-20b, miR-424-5p, miR-140-5p, miR-139-3p,
miR-31, miR-155, miR-92b, miR-93, miR-138, miR-107, miR-143, miR-101,
miR-146a, miR-200a, miR-27a miR-206, miR-145, miR-214, miR-124,

miR-22, miR-362, miR-494, miR-379,
miR-485, miR-let-7a, miR-99a/b

miR-375, miR-203, miR-34a, miR-23b, miR-
100, miR-193b, miR-497
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Las alteraciones en la expresion de los miRNAs son un mecanismo molecular crucial en el
desarrollo del cancer. Estos pequefios RNAs no codificantes pueden controlar la expresion
de multiples genes y regular las vias de sefializacion asociadas con la oncogénesis. Los
mMiRNAs tienen potencial como biomarcadores en CCU, capaces de reflejar la evolucién
de la enfermedad, caracterizarla e incluso predecir la respuesta a los tratamientos

farmacoldgicos (95).

Los virus participan en la regulacién de la expresion génica de la célula hospedera, en
parte debido a cambios en la expresion de miRNAs que, en la carcinogénesis del cuello
uterino, parecen expresarse como resultado de la infeccién por el VPH, que contribuye con
la carcinogénesis, por lo cual la deteccién de estas alteraciones en la expresion de miRNAs
podria ser util para diferenciar entre la infeccién por VPH, las lesiones precursoras de alto
grado y, eventualmente, el cancer (48,88,96). Adicionalmente, ciertos miRNA originados a
partir del genoma del VPH parecen regular genes del hospedero esenciales para la
infeccién viral y el mantenimiento del virus, que estan relacionados con la progresiéon
tumoral, la migracién y la respuesta inmune, pero se requieren mas estudios para entender
estos mecanismos (9). Por el contrario, las oncoproteinas E6 y E7 del VPH han sido
ampliamente estudiadas y su impacto en el genoma humano, regulando la expresiéon de
varios genes, incluidos los miRNAs y sus dianas, esté bien descrito. Todos estos eventos

moleculares pueden convertirse en biomarcadores potenciales (9).

El andlisis de los niveles de expresion de miRNAs en células del cuello uterino exfoliadas
durante la toma de la citologia cervicouterina abre nuevas oportunidades de investigacion
en biomarcadores moleculares para programas de prevencion primaria, puesto que los
miRNAs pueden regularse epigenéticamente mediante metilacion del DNA vy/o
modificaciones especificas de histonas, y la infeccién por VPH, el genotipo viral y otros
factores de riesgo carcinogénico introducen cambios en el estado de metilacién del ADN
celular (97). Dado que los miRNAs también estan asociados con resistencia al tratamiento
en CCU, nuevas combinaciones terapéuticas podrian incluir quimioterapia y radioterapia
con inhibidores de miRNASs, para ofrecer a los pacientes un tratamiento personalizado, un

diagnostico temprano y mejores resultados clinicos (98,99).
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Estos mecanismos genéticos y epigenéticos que interrumpen los procesos de control y
conducen a la expresiéon anormal de miRNAs en el cancer, junto con los estudios
mencionados anteriormente, demuestran que los mMIRNAs pueden considerarse
biomarcadores potenciales y sus perfiles de expresion podrian utilizarse como prueba de
triaje en mujeres con VPH-AR+ para determinar el riesgo de desarrollar lesiones de alto

grado.

5.Marco teodrico

En los dltimos 60 afios, se han realizado avances significativos en la comprension del
vinculo entre infeccién y cancer, lo que ha mejorado las posibilidades de prevencion de la
enfermedad. Muchas de estas infecciones son factores de riesgo que pueden modificarse,
y ya existen herramientas de prevencion efectivas. Entre los 11 patdégenos clasificados
como carcindgenos del grupo 1 por la Agencia Internacional para la Investigacién del
Cancer (IARC), los mas importantes son Helicobacter pylori, el VPH-AR, el virus de la
hepatitis B (VHB) y el virus de la hepatitis C (VHC) (7). Juntos, estos cuatro patégenos
representan mas del 90% de los canceres relacionados con infecciones en todo el mundo
(100).

Después del Helicobacter pylori, el VPH es la segunda causa infecciosa de cancer. Entre
los 690.000 casos de cancer atribuibles al VPH, 570.000 (83%) son de CCU, y de estos,
500.000 (72%) pueden atribuirse a los tipos de alto riesgo 16 y 18 del VPH (VPH-AR) y
120.000 (17%) a los tipos de VPH 31, 33, 45, 52 y 58 (101). Por lo que, en mayo de 2018,
la OMS anuncié un llamado mundial a la acciéon para eliminar el CCU mediante la
ampliacién de la vacunacién, la deteccion y el tratamiento eficaces (7).

La infeccién por el VPH es la infeccién de transmision sexual (ITS) mas comun en hombres
y mujeres sexualmente activos. Esta infeccion tiene un impacto negativo en la vida social

de las personas infectadas (102). Clasificado dentro de la familia Papillomaviridae, el VPH
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es un virus de ADN bicatenario que tiene tropismo por células del epitelio escamoso,
cutdneo o mucoso y se divide en dos categorias: de bajo riesgo (VPH-BR), responsable
de la aparicién de verrugas anogenitales y cutdneas, y de alto riesgo (VPH-AR), implicado
en el desarrollo de varios tipos de céncer, incluyendo el CCU, anal, vulvar, vaginal y
peniano. La infeccién por VPH-AR es una causa necesaria pero no suficiente para el
desarrollo del cancer cervical, ya que la mayoria de las infecciones son controladas y se
resuelven en aproximadamente 2 afios, desde la adquisicion de la infeccién, y persisten
solamente en el 10% de las mujeres, aunque aun es materia de discusion si el virus se
elimina completamente, 0 simas bien se queda latente en las células basales, lo que haria
posible su potencial reactivacién en algunos casos (7, 103). Cuando la infeccion persiste,
puede inducir el desarrollo de lesiones precursoras, también llamadas neoplasias
intraepiteliales cervicales (NIC) de bajo (NIC1) y alto grado (NIC2/3), que pueden progresar

a carcinoma escamocelular si no se tratan.

Se estima que el lapso entre la aparicion de la lesion precursora y el desarrollo de cancer
es de 5 a 15 afos, y el pico de deteccion de la lesion es alrededor de los 30 afios de edad.
Aunque el VPH-AR es esencial para el desarrollo del CCU, existen otros cofactores que
pueden contribuir, tales como, la iniciacidn de la vida sexual temprana, el tabaquismo, el
namero de embarazos, el uso prolongado de anticonceptivos hormonales, otras
infecciones de transmision sexual, y factores relacionados con el hospedero (7).

Los estudios epidemiolégicos han demostrado que casi todos los casos de CCU contienen
el genoma del VPH, lo que resalta el impacto de la infeccién por este virus en la etiologia
de esta enfermedad. La persistencia de la infeccion por VPH-AR y su potencial para inducir
cambios epigenéticos, como la metilacién del ADN, o la alteracion en clusters de miRNAs
juegan un papel crucial en la progresion del CCU, resaltando su potencial para el
descubrimiento de potenciales biomarcadores para la identificacién de lesiones de alto

grado.

5.1 Virus del papiloma humano

Los virus de papiloma humanos (VPHSs) son virus que infectan el epitelio escamoso y

causan lesiones proliferativas en piel y mucosas (104, 105). Se han identificado mas de
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200 genotipos de VPH (Figura 3), los cuales se han clasificado con base en su potencial
para progresar a cancer como de alto, intermedio y bajo riesgo. (Figura 2) (101). Aunque
la mayoria de las infecciones son asintométicas, los VPH de alto riesgo estan vinculados
a la progresion de lesiones preneoplasicas a cancer. Los VPH 16 y 18 son los tipos virales
asociados con el desarrollo del CCU més predominantes y estan presentes en mas del

50% de los casos de CCU diagnosticados anualmente (9).

Figura 2 Arbol evolutivo basado en el alineamiento de secuencias para los genes E1, E2,
L1y L2 del VPH. En gris se observan cutaneos de bajo riesgo, mucosos de bajo riesgo en
naranja, de alto riesgo en rosado, verde de alto y bajo riesgo, y azul lesiones cutaneas de

bajo riesgo. Imagen tomada de (106).
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Figura 3 Clasificacién de los VPH en alto y bajo riesgo.

VPH-AR VPH-BR
16, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55,
58, 59, 18, 45 y 39 61, 62, 64, 67, 69, 70, 71, 72,
! ! ! 73, 81, 82, 83, 84, 1S39 y
CP6108

5.1.1 Estructuray genoma del VPH

Los VPH son virus icosaédricos de ADN bicatenario de la familia Papillomaviridae,
desnudos, de 50 a 60 nm de diametro, y su genoma contiene aproximadamente 8000 pares
de bases que componen 3 regiones: una region reguladora (LCR) (107), una region
temprana (E) que codifica las oncoproteinas (E6, E7, E5) y las proteinas reguladoras (E1,

E2, E4), y una region tardia (L) que codifica proteinas estructurales (L1, L2) (Figura 4) (7).

Figura 4 Esquema del genoma del VPH-16. El genoma viral del VPH incluye los genes L1
y L2, que codifican la proteina principal de la capside L1 y la proteina secundaria de la
capside L2; la regién reguladora larga (LCR), que es la menos conservada del genoma y
contiene el promotor p97 (sitio de inicio de la transcripcion de genes tempranos virales) y
varias secuencias que actiian como potenciadores y silenciadores de la transcripcién viral.
Los genes tempranos del VPH comprenden E1, E2, E4, E5, E6 y E7. En el genoma viral,
también se observan sitios de poliadenilacién tardia, AL; sitios de poliadenilacién
temprana, AE; y un promotor tardio, P670(sitio de inicio de la transcripcion de genes tardios
virales) (101). Figura tomada de (101)
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5.1.2 Funciones principales de las proteinas virales

Las proteinas E1 y E2, son esenciales para la replicacién del genoma viral. E6 y E7 son
las principales oncoproteinas del virus y estan implicadas en la degradacion de p53 vy la
inactivacion de pRb promoviendo la transformacion celular y la oncogénesis. La E5,
aunque no esencial para la oncogénesis, contribuye a la invasién tumoral y la evasion
inmune. Las proteinas L1 y L2, forman la capside icosaédrica del virién. (101, 108).

Las proteinas E1 y E2, regulan la replicacién del genoma viral y la transcripcion de
proteinas de expresidn temprana, que mantienen bajos los niveles de las oncoproteinas
E6 y E7, por accion de la proteina E2 que reprime su transcripcion al unirse a sitios
especificos en las secuencias promotoras del ADN. La pérdida de funcién de E2 puede
conducir a la expresion desregulada de E6 y E7, que inician el proceso de transformacion

celular cuando el genoma del VPH se integra en las células del hospedero (101, 108).
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5.1.3 Oncoproteinas

E6 y E7 juegan un papel fundamental en la carcinogénesis mediante la desregulacion de
los mecanismos de control del ciclo celular. E6 mediante su interaccién con la proteina
asociada a E6 (E6AP), dirige la degradacién de p53 por la via ubiquitina-proteosoma,
afectando el control del ciclo celular, lo que contribuye a la tumorigénesis (109, 110, 111).
E7 se une a pRb, e impide la represion de E2F, permitiendo la transicion de la célula a la
fase S del ciclo celular y la division de las células infectadas con VPH. E7 adicionalmente
interactia con la ADN metiltransferasa DNMT1, para inducir la hipermetilacién y el
silenciamiento de genes, lo que contribuye a la tumorigénesis (107).

Por su parte, la E5 es una oncoproteina accesoria que juega el papel de soporte, mediante
la modulacién de la sefializacién celular y la evasion inmune, sin que sea necesaria para
la oncogénesis. (101). Esta proteina tiene la capacidad de incrementar la expresion del
receptor para el factor de crecimiento epidermoide (EGFR) y el c-MET y altera la sintesis
y funcién de las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase 1y II
promoviendo la evasion inmune al impedir el reconocimiento de las células infectadas por
parte de los linfocitos T citotdxicos. In vitro, las proteinas E5 y E6, participan en la formacion
de coilocitos, marcadores morfolégicos de la infeccion por VPH. Ademés, E5 puede
contribuir a la transformacion celular mediante la regulacion de otras proteinas virales y la
induccién de la invasién celular, aunque su papel exacto en la transformaciéon neoplasica

aun no es claro (101).

5.2 VPH y carcinogénesis cervical

5.2.1 Canal cervical y anatomia del cuello uterino

El cuello uterino, conecta el Gtero con la vagina y su zona de transformacion (112), donde
se encuentran el epitelio escamoso y el columnar, es la zona més susceptible a la infeccién
por VPH. (107). Dado que esta zona se renueva continuamente, es susceptible al
desarrollo de displasias que pueden ser precursoras del cancer de cuello uterino (106),
particularmente del carcinoma de células escamosas (80-90% de los casos) (113).
Factores como el envejecimiento y el uso prolongado de anticonceptivos, pueden

aumentar el riesgo de infeccién persistente por VPH y el desarrollo de CCU (112).
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5.2.2 Cambios patogénicos e historia natural del CCU.

La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y desaparecen en 12 a 24 meses
en individuos inmunocompetentes (114), pero las persistentes, especialmente con VPH-
AR, pueden conducir al desarrollo de lesiones preneoplasicas que pueden progresar a
CCU. Las lesiones de bajo grado (NIC-I) tienden a regresar espontaneamente sin
necesidad de tratamiento (solo el 5-10% progresan a HSIL) (115) (116), mientras que las
de alto grado (NIC 2 /3) tienen mayor riesgo de progresion a CCU invasivo. La persistencia
de la infeccion por VPH16, por ejemplo, aumenta significativamente el riesgo de progresion
a cancer (7) (117) (Figura 5).

Figura 5 Distribucion de células epiteliales escamosas normales e infectadas por el VPH
en lesiones precancerosas normales (displasia leve, moderada y grave; NIC 1, NIC 2y
NIC 3, respectivamente) y CCU. Figura adaptada de (116,119).
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La deteccién temprana mediante citologia y la intervencién oportuna son clave para reducir
la incidencia de CCU (7), y la vacunacién contra el VPH ha demostrado ser efectiva en la

prevencion de nuevas infecciones. (7).

5.3 Cancer de cuello uterino

El CCU es el cuarto cancer més frecuente en mujeres a nivel mundial (3), con 604,000
diagnésticos y 342,000 muertes en 2020 (103). La incidencia y mortalidad son mas altas
(Figura 6) en paises de ingresos bajos y medios, donde el acceso a medidas de prevencion
y tratamiento es limitado. (118). EI 90% de los casos de CCU corresponden a carcinoma
escamo celular el 10 % a adenocarcinomas (10%) (103), aunque se viene observando un
incremento en la presentacion de este Ultimo, particularmente entre las mujeres jovenes

en paises desarrollados (119).

Figura 6 Incidencia y mortalidad del CCU en Colombia segun Global Cancer Observatory:
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Dado que la deteccidén temprana y el tratamiento oportuno aumentan significativamente las
posibilidades de curacién, la OMS busca eliminar el CCU utilizando tres estrategias

fundamentales: La vacunacion del 90% de las nifias antes de los quince afos; el tamizaje
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del 70% de mujeres a los 35 y a los 45 afios vy, el tratamiento adecuado del 90% de las

mujeres con lesiones precancerosas o CCU) (118, 120).

5.4 Prevencion del CCU

5.4.1 Prevencion primaria

El desarrollo de vacunas profilacticas contra los tipos virales de VPH mas cancerigenos ha
sido crucial para la prevencién del CCU y otras neoplasias asociadas al VPH (103).
Inicialmente, se recomendaban tres dosis de la vacuna, pero se ha demostrado que
esquemas de dos, o incluso una dosis proporcionan una proteccion similar a la del
esquema original (7), demostrando que la eficacia de la vacunacién es alta para la
reducciéon del riesgo de desarrollar lesiones precursoras y carcinoma in situ (121). La
vacuna nonavalente, aprobada en 2014, ofrece proteccion adicional contra otros tipos de
VPH. La OMS recomienda la vacunacion en una sola dosis antes del inicio de la actividad

sexual con cobertura ampliada hasta los 45 afios (7).

5.4.2 Prevencidon secundaria

El tamizaje basado en la deteccion molecular de VPH-AR es la estrategia mas efectiva y
tiene una mayor sensibilidad que la citologia cervicouterina o la inspeccién visual con 4cido
acético. El tamizaje de la infeccion por VPH-AR reduce significativamente la incidencia del
CCU e incluye el uso de otras estrategias de triaje, como la tincién dual de Ki-67 y p16,
para identificar a mujeres que tengan lesiones con mayor riesgo de progresion. Una de las
estrategias mas efectivas y rentables para el cribado del VPH es la genotipificacion parcial
de HPV16 y 18, derivando a colposcopia a pacientes positivas y utilizando citologia reflejo
0 triaje para otros genotipos. Otros biomarcadores, como FAM19A4 y miR-124, son
alternativas efectivas para el triaje en regiones con acceso limitado a pruebas

convencionales (7).

5.4.3 Prevencion terciaria

El tratamiento del CCU en etapas tempranas es quirargico, mientras que, para los estadios

avanzados, la combinacién de radioterapia y quimioterapia sigue siendo el estandar.
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Nuevas terapias como el bevacizumab, pembrolizumab y las inmunoterapias han mejorado

la supervivencia, aunque el acceso a estos tratamientos sigue siendo un reto global (7).

5.5 MiRNAs

Los miRNA son moléculas pequefias de RNA no codificantes, de 17 a 25 nucleétidos (122,
82) cuya funcion es la regulacion postranscripcional de la expresion génica (82) al suprimir
la traduccién del RNA mensajero mediante su interaccion con secuencias especificas en
la regién 3'UTR, lo que resulta en la regulacion de alrededor del 30% de los genes
humanos (122). Los miRNA desempefian roles esenciales en procesos biolégicos como el
desarrollo, la proliferacion y diferenciacion celular, la apoptosis y el metabolismo (122, 82)
y actian como reguladores en enfermedades como el cancer, donde pueden actuar como
supresores tumorales o promotores al modular la proliferacion celular, la transicion epitelio-
mesenquimal y la invasion tumoral (81). Las alteraciones en la expresiéon de los miRNA se

asocian con el desarrollo de tumores y otras neoplasias malignas (84).

5.5.1 Biogénesis de los miRNAs:

La biogénesis de los miRNA (Figura 7) comienza con la transcripcion del gen
correspondiente por la RNA polimerasa IlI, generando un pri-miRNA que luego es
procesado por Drosha, y exportado al citoplasma, donde Dicer lo convierte en un miRNA
maduro. EI miRNA maduro se une al complejo RISC, que dirige la represién o la
degradacion del RNAm objetivo (68, 83, 85).

Inicialmente se pensaba que los miRNA regulaban negativamente la expresién génica en
el citoplasma mediante degradacién especifica de RNAm o represion traduccional en la
region 3' UTR, pero se han descubierto funciones adicionales de los miRNA en la
regulacion de la transcripcion génica en el nacleo (79). En cancer los miRNAs estan
involucrados en la progresion del tumor por alteraciones en su biogénesis y por su
capacidad para modular la apoptosis y promover la proliferacion celular y la angiogénesis
(84).
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Figura 7 Biogénesis de los miRNAs (67).
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6. Metodologia

La metodologia se muestra en tres fases distintas que abarcan el disefio del estudio, los
procedimientos experimentales y los procedimientos de analisis de datos para cada

objetivo. La Figura 8 presenta de manera resumida el disefio del estudio.

Figura 8. Diagrama de las principales fases del disefio del estudio para la seleccion y

obtencién de las muestras.
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6.1 Diseno del estudio

Estudio de corte transversal, que contempla dos fases importantes: la fase 1 de
descubrimiento de biomarcadores y la fase 2 de validacion. El presente proyecto contempla
Unicamente la fase 1, que consistié en la determinacion del perfil de expresién de miRNAs
en mujeres con lesiones de bajo grado (NIC1 o menor) y alto grado (NIC 2/3) positivas
para VPH-AR mediante secuencia masiva en paralelo del RNA (RNAseq), en esta fase se
seleccionaron los miRNAs que presentaron el mayor poder discriminatorio para las
lesiones de alto grado (NIC2/3).
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6.2 Descripcion de los sujetos del estudio

Las muestras analizadas corresponden a cepillados cervicales obtenidos de participantes
del estudio “Niveles de Expresion del gen E2 del virus de papiloma humano tipo 16 y su
asociacion con progresiéon neoplasica cervical’ durante los afios 2010 y 2011 en el Instituto
Nacional de Cancerologia (INC). Fueron procesadas y almacenadas en alicuotas a —-80°C
hasta su uso y se recolectd la informacion del diagnéstico reportado en la citologia
convencional y la biopsia guiada por colposcopia. Se realiz6 la deteccion vy tipificacion del
VPH.

Se empled el paquete ssizeRNA del entorno estadistico R para el calculo del tamafio de
muestra y el poder estadistico, utilizando 35 controles y 35 casos. El disefio experimental
incluydé la secuenciacion masiva de RNA en paralelo para identificar genes con expresion
diferencial entre los dos grupos. Se consideraron un minimo de 5 lecturas por gen, una
dispersion maxima de 0,28, un factor de normalizaciéon de 1 y un Fold Change (FC) de 2.
Con estas condiciones, se alcanz6 un poder del 80% para rechazar la hipétesis nula de

igualdad de medias poblacionales, con un valor de FDR de 0,05.

Se incluyeron 71 muestras en total para la etapa de descubrimiento, seleccionadas
conforme a la clasificacidén de la biopsia: 7 muestras correspondientes a SL, 27 a NIC1, 10
a NIC2 y 27 a NIC3. Al agruparlas en lesiones de bajo grado, se obtuvieron 34 muestras
SL/NIC1 y 37 muestras NIC2/3 para las lesiones de alto grado (Figura 9). Los criterios de
inclusion de las muestras fueron: Ser positivas para VPH-AR, tener datos completos de
citologia y patologia, tener las variables sociodemograficas minimas para andlisis. La
diferencia en el numero de muestra por condicion estuvo sujeta a la disponibilidad de la

muestra y a los controles de calidad posteriores a la extraccion de RNA.
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Figura 9 Esquema de las muestras seleccionadas para el estudio. Se muestra la cantidad
de muestras para cada condicién y el agrupamiento que se realiza en dos condiciones para

el andlisis de expresion diferencial.

7SL 27NIC1 10 NIC2 27 NIC3
34 T‘
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Las caracteristicas sociodemograficas de las mujeres cuyas muestras componen el grupo
de descubrimiento fueron evaluadas considerando variables como edad, ocupacion,
escolaridad, estrato socioeconémico, nimero de partos, nimero de parejas sexuales, uso
de anticonceptivos y habito de fumar. La comparacion de estas caracteristicas en la
poblacion de estudio se realiz6 mediante la prueba de Chi-Cuadrado considerando como
significativo un p-value menor a 0.05. El analisis descriptivo se llev6 a cabo utilizando el

programa R, version 4.3.2. utilizando la funcién chisq.test (123).

6.3 Consideraciones éticas

El proyecto se ajusta a la normatividad internacional (particularmente a la declaracion de
Helsinki y a las pautas éticas para la investigacion biomédica preparadas por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas —CIOMS-) y a los parametros
establecidos en el ambito nacional por la “Resolucion 8430 de 1993” y “Resolucién 2378
de 2008” (expedida por el Ministerio de la Proteccion Social). Este es un estudio sin riesgo
dado que, la participacion en el estudio no reviste riesgo para los sujetos de investigacion,
porque las muestras fueron recolectadas en un estudio previo y cuentan con

consentimiento informado para usos futuros.
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No se empleara ningun procedimiento que implique riesgo ecolégico o ambiental. Los
sujetos de estudio seran anonimizados, los datos del estudio estaran bajo custodia del

investigador principal y del coordinador operativo.

6.4 Procedimientos experimentales para el cumplimiento
de los objetivos

Para alcanzar los objetivos del estudio se llevé a cabo la fase experimental, la cual se
centr6 en la aplicacion de la técnica de RNAseq, como se resume en la (Figura 10). Esta
metodologia permitié obtener los datos de expresion de los miRNAs necesarios para el

analisis y la consecucién de los objetivos planteados.

Figura 10 Resumen de las técnicas y equipos empleados para la obtencién de las

bibliotecas.
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6.4.1 Extraccion del RNA

La extraccion del RNA se realiz6 a partir de 500uL de muestra de los cepillados cervicales
utilizando el kit comercial Quick-RNA™ Miniprep Kit Catalog No. R1054 & R1055 de
ZYMO Research, siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones y
debido a que las muestras utilizadas han estado almacenadas a -80°C durante mucho
tiempo, se mantuvo un estricto control de temperatura para optimizar la obtencion del RNA

requerido para la secuenciacion.
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6.4.2 Cuantificacion del RNA total

Para determinar la concentracion del RNA, se realizaron analisis con Agilent 2100 usando
el kit RNA 6000 nano, el Qubit® 2.0 Fluorometer y el Nanodrop (Thermo Scientific).

Después de determinar la concentracién del RNA total extraido para cada muestra, en
algunas muestras concentrd6 el RNA obtenido utilizando el Thermo Savant DNA 120
SpeedVac, para poder adicionar 1 pg de RNA total en un volumen de reaccion de 5 pl para

la construccion de la biblioteca.

6.4.3 Construccion de bibliotecas de secuenciacion

Se utilizé el kit TruSeq Small RNA Sample Preparation (lllumina) siguiendo las
instrucciones del fabricante que se resumen en la Figura 11. Para la generacion de la
biblioteca, se utiliz6 el RNA total extraido que contiene la fraccién de RNAs pequefios. Para
garantizar una concentracion uniforme de RNA por muestra y tener un input inicial
equivalente y normalizado, la biblioteca se construy6 en grupos de cuatro muestras con
concentraciones similares para mejorar la profundidad de la secuenciacion y lograr que las

muestras tuvieran un numero de lecturas (reads) similares.

ElI RNA total se ligé con adaptadores RA3 (RNA3' Adapter) y RA5 (RNA5' Adapter) usando
la T4 RNA Ligasa 2 Deletion Mutant y T4 RNA Ligase respectivamente. Se realiz6 la
transcripcién reversa usando la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase de Invitrogen
y se incubd la reaccién a 50°C por 1 hora. Para comprobar la integridad del proceso se
procedié a correr cada libreria en el Bioanalyzer con el kit High Sensitivity DNA.

Posteriormente, se llevd a cabo una seleccion por tamafio mediante geles de poliacrilamida
en condiciones no denaturantes al 6% (6% Novex TBE PAGE Gel, Invitrogen). Dado que
las bibliotecas con indices Unicos pueden ser agrupadas y purificadas conjuntamente en
el gel, se procedi6 a realizar el pool de las muestras, y se tomaron 20 ul del cDNA
amplificado de cada una de las cuatro muestras iniciales, en un tubo Eppendorf de 1.5 ml,
junto con 20 pl del buffer de corrida Novex TBE (5x), para obtener un volumen final de
100ul. Se adicionaron 25 pl de la mezcla en cada uno de los 4 pozos del gel, para

incrementar la concentracién de las bandas que se cortaron. El gel se corrié a 145V por
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aproximadamente 60 minutos o hasta que el frente de corrida abandoné el gel. Los
fragmentos de cDNA con tamafios entre 145 y 160 pb, (correspondientes a miRNAS),
fueron recortados del gel, transferidas a un tubo rompe-gel de 0.5 mL, centrifugadas a
17000 xg por 3 min., y eluidas en 200 pl de agua ultrapura. Posteriormente, el eluido y los
residuos de gel se transfirieron a la parte superior de un filtro de 5 um y se centrifugaron
durante 2 minutos a 600 x g. El producto purificado se cuantificé utilizando el sistema Qubit

y un Bioanalizador Agilent 2000 con el kit de alto rendimiento para ADN.

* Normalizacion y desnaturalizacion del pool de la libreria:

Una vez cuantificada la concentracion del pool de cDNA purificado a través del gel de
poliacrilamida nativa al 6%, se realiz6 la conversion de unidades de nanogramos a

nanomoles, utilizando la siguiente formula:

1.000.000
longitud del fragmento x 660

ng de la libreria x

La concentracion obtenida fue ajustada a 4nM en un volumen de 10ul, y se procedi6 a
desnaturalizarlas. Se tomaron 5ul de las muestras de bibliotecas agrupadas ajustadas a
una concentracion de 4nM y se adicionaron 5ul de NaOH 0.2 N y se incubaron por 5 min.
Se adicionaron 990 ul de HT1 a los 10ul de la libreria denaturada para obtener la
concentracion final de 20pM. Se tomaron 600 pul de las bibliotecas y fueron sembrados en
el cartucho del estuche comercial MiSeq Reagent Kit v2 (50-cycles). Finalmente, se realiza
el montaje de las muestras en el cartucho de secuencia y este se instala en el equipo

MiSeq lllumina® para realizar la secuenciacion.

6.4.4 Secuenciacion

Los templates identificados con sus index fueron secuenciados, usando el kit MiSeq
Reagent Kit v2 (50-cycles) de lllumina en un equipo MiSeq con lecturas single end.
Posterior al montaje, el equipo empieza a mostrar las métricas de calidad a partir del ciclo

25: El porcentaje de clusters que pasan el filtro (%PF: es una indicacion de la pureza de la
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sefial de cada cluster ) y el Q30, lo que da un primer acercamiento a la calidad de la
secuencia.

Figura 11 Esquema detallado de las fases de la construccion de la biblioteca.
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6.4.5 Analisis Bioinformatico

Se siguieron algunas de las recomendaciones de la pagina RNA-seglopedia

(https://rnaseg.uoregon.edu/#rna-prep) para el manejo de los datos. Todo el

procesamiento bioinformatico se realizé en el sistema operativo Linux ejecutado en un
sistema operativo Windows 11 vy, utilizando el programa FASTQC version 0.12.0., se
realizo la verificacion inicial de la calidad de la secuenciacion y de las lecturas (124).

Con base en los ejemplos proporcionados para small RNA en la pagina de bioinformatica

del instituto barbraham (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), se

revisaron las siguientes métricas: estadisticas basicas, calidad por secuencia de bases,
puntuaciones de calidad por secuencia, contenido de N por base, distribucién de la longitud
de la secuencia).

Usando la herramienta Cutadapt (125), se procedi6 a cortar el adaptador 3’
(TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG), utilizado en el protocolo de secuenciacién que se
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aplicd, para asegurar la precision en la identificacion de secuencias genuinas de miRNA.
Se seleccionaron secuencias con una longitud entre <15 nucle6tidos y >27 nucle6tidos
para abarcar la longitud de los miRNAs y descartar transcritos no relevantes para el
analisis. Se eliminaron caracteres comodines N, se filtraron las lecturas con calidad menor
a Q30 y se descartaron las que no presentaban adaptador. Se evalud la calidad de las
lecturas mediante el analisis de FASTQC para verificar la calidad, longitud y correcta

eliminacion de adaptadores en las secuencias obtenidas.

Una vez depuradas las lecturas, se realizé la anotacién y deteccién de miRNAs conocidos
utilizando el software miRDeep2 que puede: (1) identificar miRNAs conocidos y nuevos en
todos los clados principales de animales; (2) distinguir miRNAs de otros RNAs pequefios
unidos a argonauta; (3) informar miRNAs que pueden resistir la validacion de alto
rendimiento, y ademas de ser facil de usar, es eficiente en consumo de memoria y tiempo
(126).

Se procedié al mapeo de las lecturas contra el genoma de referencia GRCh38 version 14.
Esta tarea fundamental permitié obtener conteos detallados de lecturas asignados a cada
miRNA en cada muestra, un paso esencial para el andlisis detallado y preciso de la
expresion de miRNAs. Para realizar esta tarea se empled la herramienta mirdeep2,
aprovechando sus distintas funcionalidades: los mdédulos como mapper.pl utilizan
herramientas como Bowtie para alinear las secuencias de lecturas de RNA pequefio contra
el genoma de referencia., quantifier.pl para cuantificar el perfil de expresion de forma
precisa, y mirdeep2.pl para identificar con exactitud los miRNAs. Es importante destacar
gue todos los mapeos se realizaron considerando la informacién contenida en la base de
datos miRBase version 4.3.2, una fuente confiable y actualizada de secuencias de
miRNAs. Los datos resultantes del mapeo y cuantificacion se recopilan en una tabla de los
conteos crudos.

Las lecturas no se alinearon con otras bases de datos debido a que no eran proposito del
presente estudio. No obstante, se llevé a cabo una exploracion adicional mediante el uso
de herramientas en linea como sRNAtoolbox (https://RNA.ugr.es/srnatoolbox/) vy

miRmaster (https://ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mirmaster2). Estas herramientas
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ofrecieron informacién acerca de los reads similares a lo obtenido en miRbase, asi como

con otras bases de datos de RNAs pequefios y contaminantes.

6.4.6 Control de calidad tabla de conteos

Después de obtener la tabla de conteos, se llevo a cabo un control de calidad de los datos
(n=71) con el propdsito de analizar su comportamiento y distribucion, identificar artefactos
y detectar outliers que afecten la calidad de los datos. Utilizando el paquete ggplot2 del
programa estadistico Rstudio versién 4.3.2 (127), se realizaron diversas técnicas para la
exploracion de los datos, tales como boxplots, correlogramas, gréficos de dispersion y

andlisis de componentes principales (PCA) (128).

Para reducir el ruido en los datos, primero se llevé a cabo un paso de filtracion, que
consistid en descartar los genes que tuvieran muy pocas lecturas o que no se alineé
ninguna lectura. El criterio inicial fue eliminar las filas (los miIRNAS) de la matriz que
tuviesen menos de 70 conteos en la suma de todas las muestras y muestras con baja
correlacion.

Los datos de expresion de miRNAs fueron transformados a Counts Per Million (CPM),
dividiendo el recuento de lecturas de un miRNA por el total de lecturas en la muestra y
multiplicando por un millén, para normalizar los datos, ajustando las diferencias en la
profundidad de secuenciacion entre muestras. La transformacién a CPM facilita la
comparacion directa entre muestras al expresar los conteos en una escala comun.
Posteriormente, los datos CPM se transformaron a log2(CPM + 1) (logCPM) para pre-
procesar los datos de expresion génica antes de realizar andlisis, como clustering, andlisis
de expresion diferencial y visualizacion, para garantizar que los resultados del andlisis
reflejen las diferencias biol6gicas reales entre las muestras y no las técnicas.

Se aplicé el escalado Z-score para estandarizar los datos de modo que cada miRNA tuviera
una media de cero y una desviacion estandar de uno para la identificacion de outliers.
Adicionalmente, se utilizé la transformacion regularizada logaritmica (rlog) disponible en
herramientas como DESeq2. La rlog estabiliza la variabilidad de los datos de conteo y es
eficaz para identificar artefactos técnicos. Estas transformaciones y normalizaciones

combinadas permitieron realizar una evaluacion de la calidad de los datos, e identificar y
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corregir posibles artefactos y variaciones técnicas, asegurando la fiabilidad de los andlisis

subsiguientes.

6.5 Analisis de datos para el cumplimiento de los
objetivos

6.5.1 Caracterizacion Inicial de las muestras

Se empled el andlisis de componentes principales (PCA) para la caracterizacion inicial de
los datos que pasaron el control de calidad para comparar los resultados y obtener una
vision clara de la distribucién y el agrupamiento potencial de las muestras segun los perfiles
de expresion de miRNAs, facilitando la interpretacion de los andlisis. EI PCA se realiz6 en

Rstudio V 4.3.2 utilizando la funcién prcomp.

6.5.2 Analisis de Clustering

Para el agrupamiento y clasificacion de las muestras de acuerdo con los niveles de
expresion de los miRNAs, se utilizé el método de clustering k-means (129), empleando los
datos de expresion transformados y filtrados como se indic6 previamente. La visualizacion
se hizo a través de la funcion plot() o fviz_cluster() en un diagrama de dispersion, donde
los puntos se colorean segun los clusters asignados por el algoritmo de k-medias. Esta
aplicacién permite asignar las muestras a grupos basados en las similitudes de sus perfiles
de expresion génica, dividiendo el conjunto de datos en clusters distintos. Para determinar
el niumero 6ptimo de clusters, se utilizé la funcién fviz_nbclust del paquete factoextra (130)
en RStudio.

También se utilizé la funcion s.class de RStudio para graficar las muestras en el PCA vy,
para graficar el resultado obtenido por k-medias. Esta funcion proporciona una
visualizacién clara de la distribucién de las muestras en las condiciones experimentales
gue estamos investigando. Con esta funcion se representd graficamente la distribucion de
las muestras en los clusters formados y se comparé con las condiciones experimentales
conocidas. Ademas, se construyeron tablas de contingencia para detallar la cantidad de
muestras de cada condicién experimental asignadas a cada cluster. Se calcul6 el

porcentaje de error del agrupamiento de los miRNAs seleccionados, dividiendo el nUmero
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de muestras mal clasificadas (errores) por el total de muestras clasificadas y multiplicando
el resultado por 100 para obtener el porcentaje. La sensibilidad se refiere a la capacidad
del modelo de clustering para identificar correctamente las muestras de NIC2/3, y se
calculd como el numero de muestras de NIC2/3 correctamente clasificadas entre el total
de muestras de NIC2/3. Por otro lado, la especificidad mide la capacidad del modelo para
identificar correctamente las muestras de SL/NIC1, y se calculé como el numero de

muestras de SL/NIC1 correctamente clasificadas entre el total de muestras de SL/NICL1.

Para guiar la identificacion de los miRNAs con mayor poder discriminatorio en la deteccion
de NIC2/3, se empled el andlisis de clustering con k-medias como herramienta clave en
diversas etapas de la fase de descubrimiento con el fin de explorar cémo los miRNAs
influian en la separaciéon de las muestras en grupos distintivos (SL/NIC1 y NIC2/3),
basandose en sus perfiles de expresion, sin necesidad de una variable de clase
predefinida, lo que refind la clasificacidn. El clustering se aplicé a diferentes conjuntos de
mMiRNAs, incluyendo aquellos expresados diferencialmente, los regulados al alza, y los
seleccionados como candidatos a partir de los demas analisis de datos mencionados en
la seccion 6.5.3, con el objetivo de identificar los miRNAs mas efectivos para identificar
patrones en los datos y verificar si los miRNAs seleccionados podian separar naturalmente
las muestras en grupos que correspondieran a las categorias clinicas histopatologicas
(como NIC2/3 y SL/NIC1), convirtiéndose en un excelente complemento para explorar el

comportamiento de los miRNAs seleccionados durante el proceso.

6.5.3 Identificacion de miRNAs candidatos

= Analisis de expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial se realizd siguiendo el procedimiento establecido por
el paquete DESeqg2 de Bioconductor (131), dentro del entorno del programa R version
4.3.2. La prueba estadistica empleada por DESeq2 para llevar a cabo este andlisis de
expresion diferencial es la prueba de LRT, disefiada para comparaciones mdaltiples. Se
consideraron miRNAs como diferencialmente expresados entre ambos grupos de

comparacion aquellos que presentaran valores de p ajustados menores de 0.05,
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calculados mediante el método de Benjamini-Hochberg FDR, y con un Log2FoldChange

mayor a 1.

= Anélisis de expresion diferencial con datos publicos:

Se empleé la base de datos GEO Expression Omnibus del NCBI con el propdsito de llevar
a cabo un andlisis exploratorio de otros conjuntos de datos que presentaran disefios
experimentales afines al nuestro, permitiendo asi comparaciones de los resultados
obtenidos. Para la busqueda de estos datos se utilizaron palabras clave como: miRNA,
cancer cervical, lesién cervical intraepitelial neoplasica, neoplasia intraepitelial cervical,
VPH+; y se excluyeron datos provenientes de lineas celulares. Los conjuntos de datos
identificados fueron sometidos a andlisis de control y calidad, y aquellos que tenian disefios
de estudio similares fueron seleccionados para los analisis. Utilizando el mismo flujo de
trabajo de DESeq2, se reanalizaron dos conjuntos de datos publicos del NCBI-GEO con el

fin de llevar a cabo analisis exploratorios y comparativos de los datos.

6.5.4 Analisis para identificar miRNAs con potencial utilidad para
detectar NIC2/3

= Andlisis de correlacion de miRNAs

Se realizé un andlisis de correlaciones para determinar qué miRNAs estaban mas
relacionados entre si y como influian las coordenadas de cada componente principal. Un
mayor grado de correlacion entre los miRNAs separaria las mismas muestras, por lo que
el objetivo era seleccionar miRNAs con correlaciones distintas. Se utiliz6 un "Circulo de
correlaciones" mediante la funcién fviz_pca_var() que permite visualizar las cargas de los
miRNAs en cada componente principal, identificando aquellos que contribuyen
significativamente a la variabilidad observada en los datos. Ademas, se empleé la funcion
cor() para visualizar la matriz de correlacion de estos miRNAs, proporcionando una

representacion clara de las relaciones entre ellos.
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= Curvas ROC (Receiver operating characteristic curve)

Se realizaron curvas ROC para evaluar el poder discriminatorio de cada miRNA candidato
de la fase de descubrimiento. Se utilizo el software SPSS Statistics version 25. Como datos
de entrada se utilizaron los conteos de expresion de miRNAs normalizados. Los grupos de
interés se definieron como SL/NIC1 versus NIC2/3. Usando la mediana de la expresiéon de
cada miRNA se determind su puntuacion. Se asigno 1 si la expresion estaba por encima,
y 0 si estaba por debajo de la mediana.

= Regresion logistica bivariada:

Para identificar miRNAs asociados con lesiones preneoplasicas de alto grado de cérvix
(NIC2/3), se realiz6 una regresion logistica bivariada. Esta técnica estadistica permite
examinar la relacion entre multiples variables independientes (los niveles de miRNAs y
variables socioeconémicas) y una variable dependiente dicotomica (la presencia de
lesiones de alto grado= 1, frente a la ausencia, o presencia de lesiones de bajo grado= 0).
Cada miRNA candidato de la fase de descubrimiento se evalu6 individualmente para
determinar su capacidad de predecir el riesgo de lesiones. El criterio para seleccionar los
miRNAs candidatos fue tener un valor de P < 0.05, lo que indica una asociacion
estadisticamente significativa. Ademas, se evaluaron los Odds Ratios (OR) y sus intervalos
de confianza al 95% (IC 95%). Un OR mayor a 1 indica un aumento en la probabilidad de
la condicion de interés, mientras que un OR menor a 1 indica una disminucién. Para que
exista una asociacion estadisticamente significativa entre el miRNA y las lesiones
preneoplasicas, el intervalo de confianza del OR debe excluir el valor 1. Si el intervalo
incluye el valor 1, no se puede concluir que haya una asociacion significativa entre la
expresion del miRNA vy el riesgo de desarrollar lesiones preneoplésicas. Este andlisis se

realizé en se utilizé el software SPSS Statistics version 25.
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= Analisis de enriquecimiento funcional

Para describir los genes diana de los miRNA, se utilizé6 desde el programa estadistico
Rstudio V 4.3.2 el paquete get_multimir (132), una coleccion completa de interacciones
miRNA-objetivo predichas y validadas y sus asociaciones con enfermedades y
medicamentos. Tiene tres bases de datos principales para encontrar los genes blanco
(mirecords, mirtarbase, tarbase), sin embargo, recopila informacién de mas de 14 de bases
de datos. Estas bases de datos proporcionan los genes blanco de los miRNAs candidatos
de la fase de descubrimiento.

Con los genes blanco, se usaron las funciones de Clusterprofiler (133) y Enrichgo (134).
El analisis de enriquecimiento se realizé utilizando las categorias de ontologia genética:
componentes celulares (CC), funcién molecular (MF), proceso biolégico (BP) y vias
metabdlicas en KEGG. El método de Benjamini-Hochberg se utilizé para ajustar los p-

valores y controlar la tasa de descubrimientos falsos.

6.5.5 Validacion experimental

Extraccion del RNA:

Se utiliz6 el kit Quick-RNA™ Miniprep Kit Catalog No. R1054 & R1055 de ZYMO Research,
para el aislamiento del RNA de cepillados cervicales, segun instrucciones del fabricante.
La concentracidon de los RNAs paquefios se determiné con el kit Qubit RNA assay kit en el

fluorometro Qubit.
Sintesis de cDNA:

La transcripcion reversa de todos los miRNAs seleccionados se realizé en un formato
multiplex, tal como lo describe Babion et al. (71). Para esto, se utiliz6 un grupo de
cebadores especificos de los ensayos TagMan MicroRNA y reactivos del TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit. Se prepard un 'pool' de cebadores, combinando los
primers especificos de transcripcion reversa para cada uno de los miRNAs seleccionados,

lo que permiti6 realizar la transcripcion de multiples miRNAs en una sola reaccion.
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Reaccion de PCR cuantitativa:

La reaccion de gPCR se realiz6 en el equipo QuantStudio 3 en formato de 96 pozos con
los reactivos para Tagman para un volumen total de 10ul. Se utiliz6 como gen de referencia
(control end6geno) el hsa-miR-423-3p. Todas las muestras se analizaron por duplicado y

aquellas muestras con una media geomeétrica Ct >38 se consideraron negativas.

EL CT para cada muestra se obtuvo como el promedio entre los CT de la misma muestra.
Los valores de umbral de ciclo (Ct) obtenidos se normalizaron contra el control endégeno
para calcular los valores ACt (ACT = CTmIiRNA — CTgenref, el ACT es la diferencia entre
CT del gen de interés en la muestra, y el CT del gen de referencia). Posteriormente, se
calcularon los valores AACt comparando los ACt de las muestras de NIC2+ con los de las
muestras de NIC1 (AACT = ACTcasos - ACTcontroles. diferencia entre el ACT del gen de
interés en la muestra, y el promedio del ACT del gen de interés en los controles para cada
muestra, relaciéon 2:1). Finalmente se hallé el 2 *2€T y el Log2 de este valor para mejorar
la visualizacion. Este método permitié evaluar las diferencias relativas en la expresion de

los miARNS entre los dos grupos de lesiones.
Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad sobre las variables numéricas contintas utilizando la
prueba de Shapiro-Wilk, se usoé la prueba de U de Man Whitney para la comparacion de
medianas entre los grupos NIC1 y NIC2/3, y Kruskal Wallis seguido de la prueba de Dunn
para multiples comparaciones (NIC1, NIC2, NIC3). Los analisis estadisticos y la
elaboracion de gréaficos se realizaron con el software GraphPad Prism. Los miARNs se
consideraron diferencialmente expresados cuando p<0.05. Se presentaron los resultados
en graficos de dispersion con barras de error que muestran la media y el error estdndar de
la media (SEM). Los gréficos indican los niveles de expresion de cada microARN analizado
en las muestras de NIC1 y NIC2/3, asi como los valores p correspondientes a las

comparaciones entre los grupos.

Se exploré la posible utilidad diagnéstica de cada miRNA individualmente para detectar
NIC2/3 mediante la construccion de curvas ROC utilizando los valores de log2(2 #4T). Los
valores p fueron determinados por una prueba de distribucion estandar con el software

GraphPad Prism, los valores de p < 0.05 fueron considerados significativos para descartar
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la hipétesis nula que hace referencia a una curva con un AUC de 50%. Se realizé un
analisis de curvas ROC en Rstudio utilizando una firma de miARNSs seleccionados por su
buen desempefio individual en la separacion de NIC2/3. Se recopilaron los valores de
expresion de estos miARNSs en log2(2”-AACt) para cada muestra y se ajusté un modelo de
regresion logistica multivariada que generé un score combinado. Este score estimé la
probabilidad de que una muestra pertenezca al grupo NIC2/3 en funcion de la expresiéon
de los miARNs combinados. El area bajo la curva (AUC) se calcul6 para medir la precisiéon
delmarcador, con su intervalo de confianza del 95% para evaluar su eficacia discriminativa.
Finalmente, se determinaron los puntos de corte 6ptimos para maximizar la sensibilidad y
especificidad del marcador, utilizando los métodos de Youden y MaxSp, que proporcionan

umbrales clinicamente relevantes para la interpretacion de los resultados.
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7.Resultados

Los resultados se dividen en tres secciones o capitulos representadas en la Figura 12:

Figura 12 Esquema de la presentacion de los resultados para el cumplimiento de los

objetivos.
Capitulo 1 Capitulo 2 Capitulo 3
fResultados objetivo
) [ Resultados | 8. Poder
T . discriminatorio de los
Resultados de los objetivo 1. Analisis mIRNASs para
procedimeintos — de clustering con los identifi
) . identificar NIC2/3 y
generales de niveles de expresion analisis de
secuenciacion. de los miRNAs enriquecimiento
< \ funcional
( Resultados ) e
objetivo 2. Analisis Resultados
o de expresion objetivo 3.
diferencial y Validacion
Validacion con datos experimental
q publicos. J \

7.1 Capitulo 1. Resultados de procedimientos generales

7.1.1 Elaboracion de bibliotecas de secuenciacion:

Se seleccionaron un total de 103 muestras positivas para VPH-AR, abarcando lesiones de
alto (NIC2-NIC3) y de bajo grado (SL-NIC1), para realizar la extraccién de RNA total. La
concentracion inicial de RNA fue un factor critico para la construccion de la biblioteca,
porque no todas las muestras alcanzaban la concentracion minima de 1 pg. De este
conjunto inicial, se escogieron 71 muestras con concentraciones (>600ug), junto con
valores de RIN superiores a 6 y DV200 por encima del 30%. Esta seleccion se respaldé
mediante un proceso estandarizado y ensayos previos que incluyeron muestras con
concentraciones variables y valores de RIN bajos. Ademas, se consultd la bibliografia
pertinente, que demostro la calidad de la secuenciacion incluso con concentraciones bajas

de RNA (135). Este enfoque permitid la inclusion de muestras con bajas concentraciones
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de RNA, se monitore6 rigurosamente la calidad (Figura 13). Debido a que los miRNAs
constituyen una pequefia proporcidn en relacién con el RNA total, es necesario trabajar
con una buena concentracion de material inicial. A pesar de las bajas concentraciones de
RNA en algunas muestras, el proceso de construccion de bibliotecas se llevo a cabo de

manera éptima, garantizando resultados confiables y de alta calidad.

Figura 13 Resultados de control de calidad del RNA total obtenidos con el 2100
Bioanalyzer. Se muestran algunas de las muestras y sus respectivas mediciones de
calidad, evaluadas a través de las bandas 18S y 28S.
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Se verificd la correcta elaboracion de la biblioteca mediante la realizacién de un gel de
poliacrilamida nativa al 6% (Geles TBE Novex™, 6%), donde se observd un producto de
purificacion en un rango de 160 bp y 145 bp (Figura 14). La banda de 147 nt contiene
principalmente miRNA maduro, generado a partir de fragmentos de RNA pequefio de
aproximadamente 22 nts. La banda de 157 nt incluye RNA de interaccién con Piwi, algunos
microRNA y otras moléculas reguladoras de RNA pequefio generadas a partir de
fragmentos de RNA de alrededor de 30 nt. Los demas productos inespecificos observados
corresponden a dimeros de primers. El producto amplificado se ubicé entre 160 y 145 pb,
del marcador de peso molecular CRL lllumina®, confirmando la longitud esperada de las

bibliotecas de small RNA y corroborando su adecuada elaboracién.
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Figura 14 Purificacion del constructo de cDNA con Gel TBE Novex™ 6%. Se destacan las
bandas obtenidas (sefialadas en rojo), que corresponden a los microRNAs y RNA
pequefios, conforme a las indicaciones de la guia de referencia del kit TruSeq Small RNA
y al marcador de peso CRL de Illumina.

500 bp

160 bp
145bp

Luego de purificar el cDNA, se extrajeron las bandas de interés y se comprobd la longitud
del pool de las bibliotecas mediante el Bioanalyzer 2100 empleando el DNA High Sensitivity
Chip de Agilent (Figura 15). Los reportes en los que se observa un pico aproximado de
150bp corresponden a la longitud esperada para la libreria y en donde se encuentran los
MiRNAs.

Figura 15 Cuantificacion mediante Bioanalizador del purificado de la biblioteca.
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7.1.2 Calidad de los datos de secuenciacion

Las métricas de calidad de los datos obtenidos, presentaron una calidad igual o superior a
Q30, considerado como de alta calidad (Figura 16). Los 18 pools realizados, lograron un

porcentaje promedio del 90%, indicando una buena calidad de las secuencias.

En el proceso de control y calidad de los archivos FASTQ, se llevé a cabo la remocién del
adaptador 3" (ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTT) de todas las lecturas y los filtros que se
mencionan en la seccién de materiales y métodos. En la tabla 4, se presentan de manera
detallada las diferencias en el nUmero total de lecturas antes y después del filtrado. Aunque
se estimé una concentracion tedrica comun inicial para cada pool, no se observé un
porcentaje uniforme de lecturas para cada una de las bibliotecas realizadas. En promedio,
se obtuvieron aproximadamente 3,9 millones de lecturas por muestra durante cada
reaccion y aproximadamente 1,394,429 millones de lecturas mapearon a secuencias de

miRNAs maduros.

Figura 16 Valor Q para las lecturas de las muestras secuenciadas del pool 9. Se observa

en %PF los grupos que pasaron el filtro Q30, el numero de ciclos, y el rendimiento.
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Tabla 4 Métricas del rendimiento de la secuenciacién y el alineamiento/mapeo al

transcriptoma de referencia (miRBase V.22.1).

Lecturas Promedio

Totales 3.929.794

Total de secuencias filtradas y 3.358.343

limpias
Lecturas eliminadas 571.472
Mapeados a miRbase 1,394,429

miRNAs con conteos por 1807
muestra

Mapeados a miRbase 35,7%

7.1.3 Mapeo de los datos de secuenciacion

La tabla 5 representa las muestras secuenciadas por tipo de lesién y tipo de VPH-AR.

Tabla 5 Numero de muestras por lesion. Se llevo a cabo la secuenciacion de RNAs

pequefios de 71 muestras de cepillados cervicales todas VPH-AR+.

Lesibn Riesgo por N° de Riesgo por
lesion muestras VPH

SL BR 7 AR

NIC 1 BR 27 AR

NIC 2 AR 10 AR

NIC 3 AR 27 AR

Total= 71 AR

A partir de los archivos FASTQ ya procesados, se procedié al mapeo de estos contra el

genoma de referencia GRCh38 version 14, para obtener conteos de lecturas asignados a
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cada miRNA en cada muestra. Se emple6 la herramienta mirdeep2, aprovechando sus
distintas funcionalidades: los médulos mapper.pl para procesar los archivos FASTQ, vy
quantifier.pl para cuantificar el perfil de expresién de forma precisa. Todos los mapeos se
realizaron considerando la informacion contenida en la base de datos miRBase V.22.1. Las
lecturas mapeadas correspondieron a 2656 miRNAs maduros que contiene la base de
datos miRBase V.22.1., y de estos 1807 contenian conteos (Tabla 4). Finalmente, se
generd una tabla de conteos con 2656 microRNA en las filas y 71 muestras en las
columnas. La tabla de conteos representa la cantidad de lecturas asignadas a cada gen

en cada muestra.

7.1.4 Control de calidad de la tabla de conteos

Se realizé un andlisis exploratorio de calidad con el objetivo de entender el comportamiento
y la distribucion de las muestras de acuerdo con los niveles de expresion. A través de
graficos como boxplot, correlogramas, diagramas de dispersion y grafico de analisis de
componentes principales (PCA), se identificaron patrones que podrian indicar variabilidad
extrinseca, y basados en estos se aplicaron filtros especificos para mitigar esta variabilidad
y asegurar la robustez de los datos para analisis subsiguientes.

Se realiz6 un filtrado de los transcritos eliminando aquellos miRNAs cuyos recuentos
fueran menores a 40 en todas las muestras, considerando que al menos hubiese un
recuento por muestra; y también se filtr6 por microRNAs que no presentaran varianza.
Estos umbrales son mas bien arbitrarios, y se exploraron diferentes limites para filtro de
bajos recuentos (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70), observando resultados comparables en el
analisis de expresion diferencial.

Para corregir las diferencias en los datos crudos a causa de variaciones en la profundidad
de secuenciacion, se aplicaron métodos de transformacién y normalizacién antes del
analisis principal. Los datos se transformaron a CPM (conteos por millén), y se
transformaron tomando el logaritmo en base 2 para estabilizar la varianza. Luego, se
normalizaron a Zscore, y por altimo se aplicé la transformacion regularizada logaritmica
(rlog), disponible en herramientas como DESeg2. Con cada transformacion, se realizaron

los gréficos de control de calidad para eliminar aquellos que generaban ruido.
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Se eliminaron las muestras: SL_380, NIC1 564, NIC1 113, NIC3 477, NIC3 431,

NIC3 411 y NIC3_277 debido a su baja correlacién en diferentes etapas del proceso de

control de calidad, baja profundidad, baja calidad y datos atipicos. Después de aplicar los

filtros mencionados anteriormente, obtuvimos una matriz de conteos de 717 miRNAs y 64

muestras distribuidas segun la Figura 17 y, se realizaron los siguientes andlisis.

Figura 17 Cantidad y distribucién de las muestras por lesiones después de realizar los

filtros de control y calidad.
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Las caracteristicas sociodemograficas de las mujeres a las que pertenecen las muestras

de cepillado cervical del grupo de descubrimiento se resumen en la Tabla 6. Se evidencia

gue las categorias aplicadas a cada una de las variables no influyen en el diagnostico

histopatoldgico, pues en la prueba de chi-cuadrado no se obtuvo ningun valor p significativo

(p<0.05), lo que elimina posibles factores de confusion en los resultados, para que los

biomarcadores (MiRNAS) sean verdaderos predictores del diagndstico.

Tabla 6. Descripcion de la poblacion de estudio. *Se aplico la prueba de chi-cuadrado.

Variable socio- SL/NIC1 NIC2/3 Todos Valor p*
demogréfica
‘ n % n % n %
Edad (afios) \
Menor 30 | 16 6154 10 38,46 26 36,11 0,13
Mayor 30 | 15 39,47 23 60,53 38 52,78
Ocupacién ‘
amadecasa | 7 36,84 12 63,16 19 26,39 0,52
técnico | 1 33,33 2 66,67 3 4,17
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profesional | 9 50 9 50 18 25
otras | 14 58,33 10 41,67 24 33,33
Educacién
primaria | 3 33,33 6 66,67 9 12,5 0,66
secundaria | 7 50 7 50 14 19,44
técnica | 5 4167 7 58,33 12 16,67
universitaria | 16 55,17 13 44,83 29 40,28
Estrato
Bajo | 3 33,33 6 66,67 9 12,5 0,13
Medio | 25 48,08 27 51,92 52 72,22
Alto | 3 100 0 0 3 4,17
Partos
011 57,89 8 42,11 19 26,39 0,23
1-2 | 13 54,17 11 4583 24 33,33
3+ 7 33,33 14 66,67 21 29,17
Compafieros Sexuales
1-2 9 40,91 13 59,09 22 30,56 0,54
3+ | 22 52,38 20 47,62 42 58,33
Uso de anticonceptivos
Ninguno | 12 7059 5 29,41 17 23,61 0,29
Diu | 3 33,33 6 66,67 9 12,5
Hormonales | 9 45 11 55 20 27,78
Pomeroi | 4 40 6 60 10 13,89
Preserv | 3 37,5 5 62,5 8 11,11
Tiempo uso anticonceptivos
1-48 meses | 26 63,41 15 36,59 41 56,94 0,16
60 a 230 meses | 5 21,74 18 78,26 23 31,94
Consumo de tabaco
Nunca | 24 50 24 50 48 66,67 0,73
Fuma | 2 3333 4 66,67 6 8,33
Dejo | 5 50 5 50 10 13,89

La variabilidad de los conteos después de aplicar los filtros de control y calidad se
representa en un mapa de calor en la Figura 18. El dendrograma de las columnas revela
una clara divisién en dos grupos distintos. En el grupo A, se observa una expresion mas
elevada de los miRNAs, reflejada en colores calidos predominantes en la parte superior
del mapa. En contraste, el grupo B exhibe colores mas frios (menor expresién). Ademas,

se observa una distribucion leve de las muestras segun su condicién: el grupo A contiene
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principalmente muestras de NIC1, mientras que el grupo B estd compuesto en su mayoria
por muestras NIC3.

Figura 18 Variabilidad de los conteos de las lecturas para cada miRNA (n=717) en cada

una de las muestras (n=64). Realizado con la funcién pheatmap y el método de clustering
Ward.D.
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7.2 Capitulo 2. Clustering y Analisis de expresion
diferencial

7.2.1 Resultados objetivo 1. Realizar la caracterizacion y clasificacion de las

muestras de cepillados cervicales en: normales, lesiones de bajo grado (NIC 1) o
lesiones de alto grado (NIC 2/3) mediante un método estadistico de clustering, con

base en los datos obtenidos del analisis de expresiéon de miRNAs en las muestras.

= Caracterizacién y Clasificacion de muestras de Cepillados Cervicales con base

en los datos obtenidos de expresion de miRNAs:

Para caracterizar las muestras de cepillado cervical, se utilizaron todos los miRNAs
obtenidos después del filtrado de control de calidad (n=717). Se aplico6 un analisis no
supervisado y se evalué la distribucién de los conteos, entre las muestras, utilizando un
PCA que reduce la dimensionalidad de los datos y visualiza las relaciones y las diferencias
entre muestras. Esto proporcioné una visién clara de la distribucion y el agrupamiento de

las muestras de acuerdo con la expresion de los miRNAs.

Para la visualizacién de las muestras en el grafico de PCA se dividieron por las condiciones
de acuerdo con lo planteado en el objetivo 1, SL(Azul) NIC1(rosa) y NIC2/3(verde), se
observd que las muestras no presentan una agrupacion clara en las componentes
principales de acuerdo con su condicion conocida (Figura 18-B-C). Las muestras de
lesiones cervicales de bajo grado (NIC1) se agrupan junto con las de lesiones de alto grado
(NIC2/3), y las muestras sin lesion (SL), se mezclan con ambas categorias, tanto para los
datos transformados y normalizados en Zscore, como para la transformacién logaritmica
regularizada (rlog) y logCPM. Este fenébmeno puede atribuirse a la baja variabilidad
biolégica que capturan las 2 primeras componentes (~32%) (Figura 19-A) y a la
complejidad de las condiciones cervicales analizadas que muestran una alta variabilidad

entre lesiones.

Al utilizar la transformacion rlog, la variabilidad explicada en el scree plot era ligeramente

mayor (Figura 19-A), y la visualizacién de los posibles grupos en el PCA era mas clara en
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comparacioéon con las otras transformaciones utilizadas. Por esta razén, se decidié emplear

la transformacion rlog para los analisis subsecuentes (figura 19).

La transformacion (rlog) separé ligeramente las muestras de alto grado NIC2/3 hacia la
parte superior del plano, aungque no fue suficiente para resaltar las diferencias entre las
condiciones (Figura 19-C). En la Figura 18-B, se observa la orientacion de las muestras
segun su condicién individual (SL, NIC1, NIC2, NIC3), lo que permite identificar sus
patrones de distribucién, lo que sugiere que simplificar el enfoque facilitaria la
interpretacion de los datos (Figura 19-C). Las diferencias en cuanto a miRNAs entre estas
condiciones pueden no ser lo suficientemente distintivas para ser captadas por las dos
primeras componentes del PCA y sugiere la presencia de otras caracteristicas no

capturadas por estas dos primeras componentes que influyen en la estructura de los datos.

Figura 19. Andlisis de PCA con los miRNAs luego del control de calidad (n=717 y 64). (A)
Variabilidad explicada para cada componente principal. Los componentes 1y 2 explican la
variabilidad en un 20% y 12%, respectivamente. fviz_eig se utilizd en Rstudio para
visualizar los valores propios. (B) Datos transformados a rlog con las muestras separadas
por condicién individual. (C) Datos transformados a rlog con las muestras separadas en

lesion de alto y bajo grado. La funcién prcomp de Rstudio se utilizo para realizar los PCA.
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PCA de la expresion de los datos transformados y normalizados a rlog

Debido a los resultados del PCA, se realiz6 el andlisis de agrupamiento con k-medias
utilizando la expresion de los microRNAs (N=717) sin reducir dimensiones, con el fin de
capturar la variabilidad presente entre las condiciones del estudio. Exploramos diferentes
configuraciones de clusters, incluyendo 2 y 3, de acuerdo con el calculo de la inercia, para
determinar su nimero éptimo. Los puntos fueron asignados a los clusters correspondientes
y coloreados segln su pertenencia, con la etiqueta de la muestra respectiva (Figura 20-A).
Sin embargo, el andlisis reveld que los clusters formados de las muestras individuales (SL,
NIC1, NIC2, NIC3), no exhibian una tendencia clara de agrupamiento entre muestras de
la misma condicién o entre lesiones de bajo y alto grado. Se quiso explorar el resultado
reduciendo las dimensiones con PCA y posteriormente aplicando el k-medias y el resultado
del clustering fue igual (Figura 20-B), lo que significa que la reduccién de dimensionalidad
proporcionada por el PCA no estaria afectando significativamente el resultado del
clustering. Esto confirma la variabilidad en la expresion entre las muestras, la cual no se
ajusta completamente a las categorias de lesiones cervicales conocidas o tipos de VPH
(Figura 20-C).

Figura 20 Analisis de clustering utilizando el algoritmo de K-medias para todos los miRNAs
(n=717) (A) K-medias con dos clusters de datos transformados en rlog sin reduccién de
PCA. (B) K-medias con datos reducidos por PCA. (C) K-medias con 3 clusters y tipos
principales de VPH-AR, datos transformados a Log2CPM. La funcion prcomp de Rstudio

se utilizé para realizar los PCA.
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Se utilizé la funcién s.class para visualizar la distribucién de las muestras en el espacio de
componentes principales (Figura 21-A y C), y se confirmé que las muestras no se agrupan
distintivamente segun las condiciones experimentales conocidas. En la gréfica, se-observa
gue las coordenadas de las muestras correspondientes a las condiciones "SL", "NIC1" y
“NIC2/3” (Figura 21-A) estan superpuestas al igual que en la Figura 21-C para dos
condiciones, indicando que no hay una separacién entre los grupos de acuerdo con estas

condiciones.

Al realizar el k medias de las muestras, tanto en el escenario de tres clusters (Figura 21-
B) como en el de dos (Figura 21-D), las elipses que rodean a las muestras indican la
dispersion y variabilidad dentro de ese cluster. Adicionalmente, el k-medias no refleja
patrones definidos de agrupamiento y en las tablas de contingencia realizadas, se observa
gue las muestras de las distintas condiciones estan dispersas en los diferentes clusters,

sin una asignacién predominante a uno especifico.

Figura 21 Andlisis de clustering con K-medias para todos los miRNAs (n=717) usando la
visualizacién con la funcion s.class. (A) Distribucion de las condiciones (SL, NIC1,
NIC2/3) en las coordenadas del PCA. (B)Distribucion de las muestras por condicion en 3
clusters. (C) Distribucién de las condiciones (SL/NIC1, NIC2/3) en las coordenadas del

PCA. (D) Distribucion de las muestras por condicién en 2 clusters.
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La variabilidad entre replicas observada en nuestro estudio refleja la complejidad inherente
de los datos. Probamos la reduccién de dimensiones con el algoritmo UMAP y el andlisis
de clustering general con DBSCAN (datos no presentados ya que son exploratorios), asi
como el K-medias sin reduccién de dimensiones por PCA. Con todos estos enfoques, no
logramos una agrupacioén clara de las muestras segun su condicién, utilizando los perfiles
generales de expresion de miRNAs. Esto sugiere que existen factores adicionales
contribuyendo a la variabilidad biolégica en los perfiles de expresion. En nuestro caso, el
tipo de VPH-AR, es un factor critico porque muchas muestras contienen coinfecciones por
VPH-AR.

Se realizé el clustering para caracterizar los datos y evaluar la separacion entre las
condiciones utilizando los perfiles de expresion diferencial de miRNAs. De esta manera,
se puede mejorar la capacidad de clasificar las muestras en su categoria correspondiente
de lesiones de bajo y alto grado. Dado que considerar todos los miRNAs de manera
indiscriminada puede no ser informativo, hasta ahora el clustering ha servido
principalmente para caracterizar los datos. La identificacion de miRNAs diferencialmente
expresados es crucial para refinar el andlisis y mejorar la capacidad de clasificar las

muestras en las categorias de lesiones correspondientes.
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7.2.2 Resultados objetivo 2. Comparar los perfiles de expresion diferencial de

los miRNAs obtenidos mediante la secuenciacion masiva en paralelo a partir de cepillados
cervicales provenientes de mujeres sin lesiones, con lesiones de bajo grado (NIC 1) y con

lesiones de alto grado (NIC 2/3), positivas para VPH-AR.

= Analisis de expresion diferencial de los datos:

Se realiz6 el andlisis de expresién diferencial entre los grupos de muestras: sin lesiones
(SL) vs NIC1, y SL vs NIC2/3, tomando como grupo de referencia SL; también se comparo
NIC1 vs NIC2/3 tomando como referencia a NIC1. En la tabla 7 se muestran los miRNAs

expresados diferencialmente para cada una de las comparaciones:

Tabla 7 miRNAs expresados diferencialmente para SL vs NIC1, SL vs NIC2/3 y NIC1 vs
NIC2/3. Los miRNAs resaltados en color azul son aquellos expresados a la baja y los de
color rojo son los expresados al alza. (SL=6, NIC1=24, NIC2=10, NIC3=23).

SL vs NIC1 SL vs NIC2/3 NIC1 vs NIC2/3
hsa-miR-4488  hsa-miR-221-5p hsa-miR-1271-5p hsa-miR-422a
hsa-miR-1246 hsa-miR-193b-5p
hsa-miR-9-5p hsa-miR-210-3p
hsa-miR-501-3p hsa-miR-365a-5p
hsa-miR-221-5p hsa-miR-324-3p
hsa-miR-99a-5p hsa-miR-29b-2-5p
hsa-miR-96-5p hsa-miR-203a-5p
hsa-miR-4662a-5p hsa-miR-320b
hsa-miR-196a-5p hsa-miR-378g

Dado el desequilibrio en el nimero de muestras entre los estadios analizados, con un
considerablemente menor nimero de muestras en la categoria "sin lesién" (SL) En
comparaciéon con las que tenian lesiones intraepiteliales de bajo (NIC1) y alto grado
(NIC2/3). Es probable que esta disparidad haya influido en los resultados del andlisis de
expresion diferencial, ya que observamos una deteccion limitada de microRNAs

diferencialmente expresados entre SL y lesiones NIC1 y NIC2/3, mientras que al realizar
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la comparacion entre NIC1 y NIC2/3, con un nimero de muestras comparable, se

identifican varios microRNAs expresados diferencialmente tanto al alza como a la baja.

Para abordar el desequilibrio en el nimero de muestras y mejorar la robustez de los
resultados, agrupamos las muestras en dos condiciones generales (bajo y alto grado):
SL/NIC1 versus NIC2/3, para simplificar el analisis y resaltar las diferencias mas
relevantes. De esta manera, se facilité la comparacion entre lesiones de bajo y alto grado.
Desde una perspectiva biolégica, agrupar NIC1 y muestras sin lesion (SL) esté justificado,
por el potencial de regresién espontanea de NIC1 (8,16,65), mientras que las lesiones
NIC2/3, al compartir caracteristicas moleculares y morfoldégicas dadas por su potencial de
progresion a cancer, representan el grupo objetivo mas adecuado para la evaluacion de

biomarcadores.

= Andlisis de expresion diferencial lesiones de las lesiones de bajo grado
(SL/NIC1) vs alto grado (NIC2/3)

Se realiz6 el analisis de expresion diferencial entre los grupos de muestras SL/NIC1 vs.
NIC2/3, siguiendo el procedimiento establecido por el paquete DESeq2 de Bioconductor,
dentro del entorno del programa R version 4.3.2. La prueba estadistica empleada por
DESeg2 para llevar a cabo este andlisis de expresion diferencial es la prueba de Wald que
compara dos condiciones. Se detectaron 19 miRNAs con expresion diferencial entre las
dos condiciones. 12 presentan una regulacién al alza en NIC2/3 en comparacién con el
grupo de control (SL/NIC1), mientras que 8 exhiben una regulacion a la baja en NIC2/3 con
respecto al control, adicionalmente, se identificaron miRNAs compartidos con el analisis
de expresion diferencial realizado previamente entre NIC1 vs NIC2/3 (Tabla 7). La
presencia de estos miRNAs comunes sugiere que pueden estar implicados en la transicion
de lesiones de bajo a alto grado, y resalta la similitud entre las lesiones SL y NIC1, o bien,
indica que las lesiones NIC1 pueden estar influyendo en la expresion observada. Estos
miRNAs podrian servir como marcadores de riesgo para lesiones de alto grado, dado que
muestran los mayores valores de razdn de cambio (FC) y valores ajustados de significancia
(padj). En la Tabla 8 se presentan los miRNAs expresados diferencialmente entre SL/NIC1
y NIC2/3.
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Tabla 8 miIRNAs expresados diferencialmente entre las-comparaciones NIC2/3 y SL/NIC1.

Los que se resaltan en negrita son aguellos que se comparten con las comparaciones de

la tabla 7.
baseMean FC log2FC pvalue padj expressed
hsa-miR-1271-5p 8,94 7,87 2,97 1,05E-07 5,50E-05 UP
hsa-miR-9-5p 60,34 3,71 1,89 4,92E-06 0,0012 UP
hsa-miR-501-3p 167,42 3,63 1,85 1,29E-05 0,0016 UP
hsa-miR-221-5p 50,62 2,35 1,23 3,26E-05 0,0034 UP
hsa-miR-99a-5p 491,60 2,93 1,55 0,00010 0,0060 UP
hsa-miR-1246 11,06 3,37 1,75 0,00027 0,011 UP
hsa-miR-4662a-5p 3,67 2,60 1,38 0,00029 0,011 UP
hsa-miR-96-5p 38,60 2,39 1,25 0,00059 0,018 UP
hsa-miR-3690 16,53 2,83 1,50 0,00080 0,023 UP
hsa-miR-184 96,24 2,95 1,56 0,00090 0,024 UP
hsa-miR-224-5p 3125,91 2,28 1,19 0,0019 0,045 UP
hsa-miR-6510-3p 9,42 2,67 1,41 0,0022 0,048 UP
hsa-miR-422a 5,31 0,15 -2,73  9,23E-06 0,0016 DOWN
hsa-miR-193b-5p 13,87 0,28 -1,79 5,59E-05 0,0048 DOWN
hsa-miR-29b-2-5p 3,55 0,45 -1,13 8,30E-05 0,0058 DOWN
hsa-miR-365a-5p 4,60 0,25 -1,99  0,00022 0,011 DOWN
hsa-miR-210-3p 1189,88 0,36 -1,44  0,00033 0,012 DOWN
hsa-miR-320b 430,58 0,46 -1,11  0,00037 0,012 DOWN
hsa-miR-5100 9,0067 0,34 -1,52 0,0023 0,049 DOWN

La Figura 22 muestra el patrén de expresion y variabilidad de las muestras en relacién con
los miRNAs diferencialmente expresados. Se observa que los miRNAs con expresion
aumentada son mas prominentes en las muestras de lesiones de alto grado, siendo més
intensos en NIC3 y seguidos por NIC2, mientras que en las muestras de lesiones de bajo
grado (SL y NIC1) se observa una coloracién mas tenue, lo que indica una menor
expresion. Por otro lado, los miRNAs con expresion disminuida presentan el patron
opuesto: se expresan de manera mas intensa en las muestras de lesiones de bajo grado
y muestran una reduccién gradual en las muestras de NIC2 y NIC3. Aunque predominan

estos patrones, también se evidencian algunos solapamientos en la intensidad de color, lo
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gue sugiere variabilidad en la expresion de ciertos miRNAs entre las diferentes condiciones
clinicas.

Figura 22 Mapa de calor de los miRNAs expresados diferencialmente entre SL/NIC1> vs
NI2/3, datos transformados a escala logaritmica regularizada. La agrupacion de color rojo
hace referencia a los NIC2/3, la verde a los NIC1 y la azul a los SL. Se muestra la
agrupacion realizada con los tipos de VPH-AR.
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Ademas de llevar a cabo el analisis de expresién diferencial con nuestros propios datos,
integramos conjuntos de datos publicos para enriquecer nuestros hallazgos y respaldar la
seleccion de miRNAs con mayor potencial para agrupar nuestras muestras segun el
estadio de las lesiones intraepiteliales cervicales, para distinguir de manera mas precisa

entre las lesiones de alto y bajo grado.

= Anélisis de datos publicos:

En total se encontraron 5 set de datos de secuenciacion de préxima generacion (NGS), y
6 set de datos de microarreglos. Se seleccionaron dos conjuntos de datos, GSE104758 y
GSE167858, correspondientes a estudios cuyo disefio era similar al nuestro. Se
encontraron expresados diferencialmente y 4 de ellos, hsa-miR-1246 y hsa-miR-9-5p,
hsa-miR-184 y hsa-miR-99a-5p, se comparten con nuestros datos. La Tabla 9 muestra
los miRNAs expresados diferencialmente.
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Tabla 9 Resumen Set de datos obtenidos de GEO para el andlisis de expresién diferencial.

En la ultima columna los miRNAs diferencialmente expresados. Los marcados en rojo

coinciden con nuestro conjunto de datos de descubrimiento y con los articulos publicados

para cada set de datos.

#de acceso Afo del Titulo plataform Descripcién del Tipos de DEGs

del estudio estudio a estudio muestras

GSE104758 2018 Genome-wide HiSeq Establecer perfiles de 36 mujeres control  UP:
miRNA analysis 2500 miRNA de todo el con <CIN1y 38 hsa-miR-1246
of HPV-positive  (lllumina) genoma en mujeres (casos) hsa-miR-20a-5p
self-samples automuestras que fueron hsa-miR-9-5p
yields novel positivas para VPH diagnosticados hsa-miR-93-5p
triage markers para identificar histolégicamente hsa-miR-184
for early miRNA que pueden con una lesion Down:
detection of predecir la presencia  CIN3. hsa-miR-22-3p
cervical cancer. de CIN3 y CCU.

GSE167858 2023 miRNAs lllumina Secuenciacion de hsa-miR-1-3p
signature as MiSeq RNA pequefio Muestras de hsa-miR-133a-3p
potential (Homo (miRNA-seq) para casos =10 hsa-miR-133b
biomarkers for sapiens) comparar los muestras de hsa-miR-143-3p

cervical
precancerous
lesions in
Human
Papillomavirus
Positive women

patrones de
expresion de miRNA
en 20 tejidos fijados
con formalina e
incluidos en parafina
(FFPE) de mujeres
positivas para VPHar
de Medellin,
Colombia.

lesion cervical de
alto grado
Muestras de
control = 10
muestras de
lesion cervical de
bajo grado o sin
lesién

hsa-miR-143-5p
hsa-miR-145-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-7976

hsa-miR-204-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-9-5p

Down: ninguno

= Clustering de las muestras de cepillados cervicales usando los miRNAs

expresados diferencialmente

Para determinar si los DEmiRNASs logran discriminar entre las lesiones SL/NIC1 y NIC2/3

del CCU, se utilizé el andlisis de clustering por K-medias, como se hizo previamente. Se

seleccionaron los miRNAs expresados diferencialmente (al alza y a la baja) compartidos

entre las diferentes comparaciones (Tabla 7 y 8) y datos de GEO analizados (Tabla 9).

Como se muestra en la Tabla 10, en el clister 2, las muestras de NIC2/3 tienden a

agruparse, y aunque no todas las muestras de NIC2/3 se encuentran en este cluster, son

mas predominantes en comparacion con las muestras de SL/NICL1.
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Tabla 10 Tabla de contingencia con la distribucién de las muestras en los clisteres 1y 2
utilizando los DEmiRNAs compartidos entre los analisis. En rojo los que son regulados al
alza, en azul los regulados a la baja y en negrita los que se encontraron en los datos
analizados de GEO ("hsa-miR-1271-5p", "hsa-miR-9-5p", "hsa-miR-99a-5p", "hsa-miR-
1246", "hsa-miR-221-5p","hsa-miR-501-3p","hsa-miR-4662a-5p","hsa-miR-96-5p","hsa-
miR-184","hsa-miR-422a","hsa-miR-193b-5p","hsa-miR-29b-2-5p","hsa-miR-365a-
5p","hsa-miR-210-3p", "hsa-miR-320b").

1 2
SL/NIC1 | 30 1
NIC2/3 21 12

Aunque en la separacién inicial se observé una tendencia a agrupar las muestras de
NIC2/3 en el Cluster 2, un nimero considerable de ellas compartia caracteristicas del
cluster 1, lo que indica una separacion subéptima. Dado que existia una tendencia a
discriminar las lesiones de alto grado, el desafio residia en identificar los miRNAs mas
adecuados para mejorar esta clasificacion y lograr una mayor separacion entre las
muestras de los diferentes grupos. Por esta razén, se decidi6 emplear el analisis de
clustering por K-medias como un enfoque adicional para apoyar la seleccion de los
miRNAs con mayor poder discriminatorio. Esta técnica permite agrupar las muestras de
manera no supervisada, basandose en los patrones de expresion de los miRNAs, lo que
facilita la identificacion de aquellos que mejor contribuyen a la separacion de las
condiciones.

Se incluyeron todos los miRNAs diferencialmente expresados en la comparacién SL/NIC1
vs NIC2/3 (Tabla 8), debido que los resultados de dicha comparacién incluyen los miRNAs
previamente identificados en el andlisis de expresion diferencial (Tabla 7), los datos
obtenidos del andlisis de GEO, y por un andlisis adicional realizado con el software gratuito
ExpressAnalyst, en el que también se compararon las condiciones SL/NIC1 vs NIC2/3

(datos no mostrados).

Se realiz6 PCA para observar la varianza explicada y la variabilidad de los datos por cada
componente principal (Figura 23-A), destacando que las dos primeras componentes

principales capturan el 50.4% de esta. En la figura 23-B se observa la distribucion de las
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muestras en los dos primeros componentes principales con respecto a los miRNAs
expresados diferencialmente, en contraste con el analisis de PCA realizado con todos los
miRNAs (Figura 19) se puede notar que los NIC2/3 exhiben una tendencia a ubicarse hacia

el lado derecho del grafico y se separan mas claramente de las lesiones de bajo grado.

Figura 23 Andlisis de PCA de los miRNAs expresados diferencialmente. (A)Variabilidad
retenida en los componentes principales de los miRNAs expresados diferencialmente entre
las condiciones de SL/NIC1 vs NIC2/3. (B) PCA de las muestras.
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Se realizé un analisis de K-medias sobre los resultados de los dos componentes
principales y también directamente sobre los datos de expresion sin reduccién de
componentes. Ambas estrategias mostraron una tendencia a agrupar las muestras de alto
grado en el cluster 2, como se observa en la Tabla 11. Sin embargo, en este analisis, el
namero de muestras SL/NIC1 en el clister 2 aumenté de uno a tres en comparacion con
el andlisis de la Tabla 10. Adicionalmente, el incremento de las muestras NIC2/3 en el
cluster 2 no fue significativo. Al comparar con el con el andlisis de K-medias realizado
previamente para todos los miRNAs (Figuras 20 y 21), se evidencia que, usando los
MRNAs expresados diferencialmente, se logra una separacién mas clara entre las lesiones
de alto y bajo grado en los clusters, y aunque esta separacion no abarca un gran nimero
de muestras segun su tipo de lesion, si muestra una tendencia mas marcada a distinguir
entre las diferentes lesiones, por lo que es necesario seguir explorando, entre los miRNAs

expresados diferencialmente, aquellos que proporcionen un mejor resultado de clustering.
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Tabla 11. Tabla de contingencia que muestra la distribucion de las muestras en los
clusteres 1 y 2 utilizando los miRNAs expresados diferencialmente (al alza y a la baja) en
la comparacion SL/NIC1 vs NIC2/3.

1 2
SL/NIC1 | 28 3
NIC2/3 | 19 14

Aungue se han usado los miRNAs expresados diferencialmente al alza y a la baja para el
analisis de K-medias, se observo que los miRNAs expresados al alza generaban una mejor
separacion, aumentando significativamente la cantidad de muestras NIC2/3 en el cluster 2
(Figura 24), por lo cual, se decidi6 analizar unicamente los miRNAs expresados al alza,
por su mayor poder discriminatorio entre las condiciones estudiadas y en la bisqueda de
biomarcadores, es preferible utilizar los miRNAs al alza porque representan genes cuya
expresion se incrementa en una condicion patolégica determinada; que podria a menudo
indicar una mayor relevancia biolégica y funcional en el proceso de la enfermedad.
Ademas, los genes expresados al alza son mas facilmente detectables y cuantificables, lo
gue mejora la robustez y sensibilidad de los biomarcadores mas efectivos y clinicamente
relevantes para la deteccion de NIC2/3.

La Figura 23, muestra la tabla de contingencia con la distribucién de las muestras en los
clusteres 1y 2 utilizando los miRNAs expresados diferencialmente al alza. Se observé que
el cluster 2 aumentd el nUmero de muestras NIC2/3, por lo que continuar explorando con
estos miRNAs podria reducir el nimero total de miRNAs necesarios para discriminar entre

este tipo de lesiones, facilitando su validacion y la seleccién de los mejores.



68 Identificacién de una firma de miRNAs con potencial utilidad como
biomarcador para el triaje de mujeres positivas para la infeccion por el
virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR).

Figura 24 Analisis de k-medias en los dos primeros componentes principales para 2
clusters usando los niveles de expresion de los miRNAs expresados al alza, y una tabla

de contingencia que detalla la distribucion de las muestras en los clusters para las
condiciones SL/NIC1 y NIC2/3.
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La seleccion de los miRNAs con mayor capacidad discriminatoria entre SL/NIC1 y NIC2/3
mediante clustering, se optimizé con la elaboracién de gréaficos de correlacion de los
DEmMIRNAS, para ayudar a la seleccion dentro de los miRNAs sobreexpresados (Figura 25
A-B), e identificar los miRNAs con mayor correlacion y variabilidad entre si, para capturar
la diversidad en los patrones de expresiébn de los miRNAs, y mejorar el poder
discriminatorio del analisis. Con base en estas caracteristicas, los miRNAs seleccionados
fueron: 'hsa-miR-1271-5p', 'hsa-miR-9-5p', 'hsa-miR-3690', 'hsa-miR-6510-3p', 'hsa-
miR-4662a-5p', 'hsa-miR-184', 'hsa-miR-501-3p' y 'hsa-miR-1246".
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Figura 25 Correlacion de los DEmiRNAs. (A) Visualizacion de las variables (microRNAS)
en el espacio definido por los dos primeros componentes principales obtenidos del andlisis
de PCA. Cada variable se representa como un punto en el plano definido por los dos
primeros componentes principales, y el color de cada punto se determina segun la
contribucién de esa variable a los componentes principales. (B) Grafico de correlaciones
entre miRNAs, los menos correlacionados tienden a agrupar diferentes conjuntos de

muestras.
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Se realiz6 el agrupamiento mediante K-medias con los miRNAs seleccionados para validar
visualmente su capacidad discriminatoria. Los miRNAs seleccionados agrupaban las
muestras en grupos bien definidos, confirmando su potencial para discriminar entre las
condiciones experimentales. Al agrupar las condiciones experimentales en dos clusters, el
dos agrup6 un nimero mayor de lesiones NIC2/3 con respecto a los resultados anteriores,
y la separacion entre condiciones es mucho mas evidente. En la figura 26-A, los puntos se
colorean segun condiciones experimentales conocidas, mientras que, en el segundo
gréfico (Figura 26-B), los puntos se colorean segun los clusters asignados por k-medias,

lo que facilita la comparacion entre los clusters formados y las condiciones experimentales.
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Figura 26 Visualizacion de K-medias con la funcion s.class. (A) distribucion de las
muestras por condicién experimental (SL/NIC1 y NIC2/3) segun los miRNAs expresados
diferencialmente. (B) Coordenadas por color de las muestras que pertenecen a los clusters
1y 2, utilizando los miRNAs seleccionados por su mayor potencial discriminativo ("hsa-
miR-1271-5p", "hsa-miR-9-5p", "hsa-miR-3690", "hsa-miR-6510-3p", "hsa-miR-4662a-5p",
"hsa-miR-184", "hsa-miR-501-3p" y "hsa-miR-1246").

Distribucion de por Condici Experimentz Clustering K-means DEGs microRNAs seleccionados 2 clusters

Se elabor6 una tabla de contingencia para detallar cémo se distribuyen las muestras de
las diferentes condiciones en los clusters formados (Tabla 12). En esta tabla se observa
gue hay una mayor cantidad de muestras de la condicién NIC2/3 que se separan de las
SL/NIC1, evidenciando la capacidad discriminativa del andlisis de clustering para esta
condicion. Se exploraron varias combinaciones de las condiciones de estudio para
determinar la efectividad de los miRNAs seleccionados en la separacion de las muestras,
observando que la combinacion SL/NIC1 vs NIC2/3 ofrece una mejor interpretacion de la
informacién. Sin embargo, se reconoce que las otras combinaciones de condiciones

también aportan datos relevantes para el analisis:
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Tabla 12 Tablas de contingencia que muestran la distribucién de las muestras en los
clusteres 1y 2 utilizando los miRNAs seleccionados: ("hsa-miR-1271-5p", "hsa-miR-9-5p",
"hsa-miR-3690", "hsa-miR-6510-3p", "hsa-miR-4662a-5p", "hsa-miR-184", "hsa-miR-501-
3p" y "hsa-miR-1246"). (A) Distribucién basada en dos clusters y dos condiciones clinicas
(SL/NIC1 vs. NIC2/3). (B) Distribucion de las muestras en los clusteres 1 y 2, esta vez
separando NIC2 de NIC3, pero manteniendo la clasificacién de bajo grado (SL/NIC1). (C)
Distribucion desglosada segun tres condiciones clinicas (SL, NIC1, NIC2/3).

A
Cluster 1 Cluster 2
SL/NIC1 | 27 4
B NIC2/3 | 12 21 C
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 1 Cluster 2
SL/NIC1 | 27 4

NIC2 | 8 2 SL | 6 0
NIC3 | 4 19 NIC1 | 21 4

NIC2/3 | 12 21

Para cuantificar la precision del clustering, se calcul6 el porcentaje de error con base en la
cantidad de muestras mal clasificadas. El porcentaje de error resultante fue del 26,56%.
La sensibilidad del clustering fue del 62% y la especificidad del 87.1%. Con estos miRNAs
seleccionados aument6 considerablemente la capacidad discriminatoria para identificar las
lesiones NIC2/3 de las de SL/NIC1. Sin embargo, dado que el analisis no supervisado
agrupa las muestras en funcion de patrones inherentes y no etiquetas predefinidas, es
importante interpretar estos resultados con cautela. El hecho de que se estén evaluando
las mismas muestras utilizadas para identificar los miRNAs seleccionados podria introducir
sesgos en la evaluacion de la precision. Para mejorar la validez de estos resultados, seria
recomendable validar estos miRNAs en un conjunto de datos independiente 0 mediante
validacién cruzada, reduciendo asi el riesgo de sobreajuste y asegurando su capacidad

discriminatoria en otras cohortes.
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7.3 Capitulo 3. miRNAs con alto poder discriminatorio
para detectar NIC2/3

7.3.1 Resultados Objetivo 3. Identificar mediante el analisis bioinformatico de las

secuencias obtenidas, los miRNAs con potencial utilidad para detectar NIC2/3 con un alto
poder discriminatorio e identificar los genes blanco de éstos miRNAs y sus implicaciones

en los procesos relacionados con la carcinogénesis.

= Curvas ROC para evaluar el potencial de los miRNAs de forma individual para

discriminar lesiones de alto grado NIC2/3.

Este andlisis permitié validar el desempefio individual de cada miRNA regulado al alza en
la identificacion de NIC2/3, ayudando a seleccionar los miRNAs mas efectivos como
biomarcadores para estas lesiones. Ademas, proporcion6 una base cuantitativa adicional
gue refuerza las conclusiones sobre la utilidad de los miRNAs en la deteccién de NIC2/3
con base en los datos de secuenciacion. hsa-miR-1271 y hsa-miR-6510 fueron los
miRNAs que mostraron significancia estadistica, sensibilidad y especificidad media (Figura
26). Los resultados obtenidos para el miR-1271 (Figura 27-A), muestran un area bajo la
curva (AUC) de 0,710 con una desviacion estandar de 0,066, lo que indica una capacidad
de discriminaciéon moderada. EI miR6510 (Figura 27-B) mostrd un area bajo la curva (AUC)
de 0,660 con una desviacion estandar de 0,068, que también indica una capacidad

moderada de discriminacion.

Se realizé un analisis de clustering exploratorio utilizando Unicamente los niveles de
expresion de estos dos miRNAs y se encontrd que estos miRNAs son los principales

responsables de la separacion observada entre los grupos (Tabla 13):
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Tabla 13. Tabla de contingencia del analisis de clustering por K-medias utilizando los

mMiRNAs hsa-miR-1271 y hsa-miR-6510.

1 2
SL/NIC1 ‘ 28 3
NIC2/3

‘ 16 17

A pesar de que los otros miRNAs evaluados no alcanzaron significancia estadistica (valor
p), presentaron valores de AUC superiores a 0.50 (miR-3690, miR-184, miR-9-5p). Esto

sugiere que, aunque la asociacién no sea estadisticamente significativa, estos miRNAs

podrian tener potencial como marcadores diagndsticos. La falta de significancia podria

deberse al tamafio reducido de la muestra o a la variabilidad intrinseca de los datos, y no

necesariamente descarta su relevancia biologica.

Figura 27 Curva ROC de los miRNA que presentaron significancia estadistica. (A)

miR1271 (B) miR6510.
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= Regresion logistica

Con base en los resultados obtenidos (Tabla 14), algunas variables mostraron una
asociacion estadisticamente significativa con lesiones cervicales de alto grado. El uso de
anticonceptivos hormonales y de dispositivos intrauterinos (DIU) aumenta el riesgo de
tener lesiones cervicales de alto grado en mas de 5.2 veces en comparacion con mujeres
gue no utilizan ningn método anticonceptivo. Ademas, se observé que el uso de cualquier
tipo de anticonceptivo durante un periodo de 1 a 48 meses esta asociado con un aumento
del riesgo de lesiones cervicales de alto grado en 4.5 veces en comparacion con mujeres

gue nunca han utilizado anticonceptivos.

El analisis de regresion logistica bivariada reveldé que dos miRNAs, hsa-miR-1271-5p y
hsa-miR-4662a-5p, mostraron una asociacion estadisticamente significativa con las
lesiones preneoplasicas de alto grado en cérvix. El miRNA hsa-miR-1271-5p present6 un
valor de P de 0.005, un OR de 1.252 y un IC 95% de 1.171 a 1.464, lo que sugiere que un
incremento en la expresion de éste miRNA se asocia con un aumento del 1.25%-en la
probabilidad de encontrar lesiones preneoplasicas de alto grado en comparaciéon con
lesiones de bajo grado.
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Por su parte, hsa-miR-4662a-5p mostré un valor de P de 0.002, un OR de 1.298 y un IC
95% de 1.102 a 1.529, lo que indica que el incremento en la expresion de éste miRNA se
asocia con un aumento del 1.29% en la probabilidad de presentar lesiones preneoplasicas
de alto grado, en comparacion con lesiones de bajo grado. Estos hallazgos sugieren que
estos miARNs son mas indicativos de la presencia de lesiones de alto grado en lugar de
predecir la progresion de lesiones de bajo grado a lesiones de alto grado. Por tanto, su

utilidad se centra més en el diagndstico que en la prediccion del riesgo de progresion.

Tabla 14 Regresion logistica bivariada. En la tabla se muestran los
resultados de una regresion logistica bivariada que utilizd6 como variable de
desenlace tener una lesién de bajo = 0 o alto grado =1. (Ref= grupo de

referencia)

95% C.I_ 95% C.|_
menor mayor

Caracteristica clinica ValordeP OR

Ocupacion

Ama de casa (Ref)

Técnico o Profesional 0.433 0.615 0.183 2.072
Otras 0.661 0.769 0.238 2.488
Escolaridad

Primaria y secundaria
(Ref)

Técnica y/o
Universitaria

Estrato
Socioeconémico
1+2 (Ref)

3 0.565 0.640 0.140 2.921
4+5+6 0.772 0.800 0.177 3.618
Partos

10 2 (Ref) 0.358 1.806 0.512 6.363
Mas de 2 0.283 1.920 0.583 6.324
Numero de

Compaiieros

sexuales

Hasta 2 (Ref)

Mas de 2 0.384 0.629 0.222 1.787
Uso de

Anticonceptivos

Ninguno (Ref)

0.942 0.963 0.346 2.674
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Hormonales + DIU 0.023 5.200 1.253 21.572
Otros 0.311 1.878 0.555 6.358
Tiempo de uso de

Anticonceptivos

No usa (Ref)
De 1 a 48 meses 0.029 4.500 1.166 17.373
De 60 a 230 meses 0.441 1.587 0.490 5.138

Consumo de Tabaco
Nunca (Ref)
Fuma actualmente o

0.472 1.519 0.486 4,748
fumo en el pasado
hsa-miR-1246 0.056 1.051 0.999 1.106
hsa-miR-1271-5p 0.005 1.252 1171 1.464
hsa-miR-184 0.033 1.005 1.000 1.010
hsa-miR-221-5p 0.003 1.033 1.011 1.056
hsa-miR-3690 0.024 1.053 1.007 1.101
hsa-miR-4662a-5p 0.002 1.298 1.102 1.529
hsa-miR-501-3p 0.023 1.005 1.001 1.010
hsa-miR-6510-3p 0.076 1.058 0.994 1.127
hsa-miR-9-5p 0.051 1.019 1.000 1.039
hsa-miR-96-5p 0.038 1.024 1.001 1.047
hsa-miR-99a-5p 0.345 1.000 1.000 1.001
hsa-miR-224-5p 0.038 1.000 1.000 1.000

En negrita variables con valores p significativos

La tabla 15 reune las caracteristicas de cada miARN segun su desempefio en los analisis
realizados, para identificar aquellos miARNs que cumplian con el mayor nimero de
caracteristicas relevantes, ya que podrian ser los candidatos mas prometedores para
discriminar entre NIC2 y NIC3. Se asigno un punto a cada miARN que cumplia con una
caracteristica especifica, y se sumaron los puntos al final para obtener una puntuacién
total. Este método, aunque empirico, permitié una evaluacion preliminar para determinar
cuales miARNs podrian ser los mas adecuados para una validacion mas detallada. Los
MIARNs hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-1246, y hsa-miR-
4662a-5p son los que reunen la mayor cantidad de caracteristicas, lo que sugiere que
podrian tener una capacidad superior para discriminar entre lesiones NIC2 y NIC3. Por
otro lado, los miARNs hsa-miR-3690, hsa-miR-6510-3p, y hsa-miR-184 presentan una
puntuaciéon media, indicando un desempefo intermedio en la discriminacién de estas

lesiones.
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Tabla 15. Tabla de Caracteristicas de miARNSs para la Discriminacion de NIC2/3.

1 2 3 4 5 6 7 8 suma

hsa-miR-1271-5p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-1246
hsa-miR-4662-5p
hsa-miR-3690
hsa-miR-184
hsa-miR-6510-3p
hsa-miR-221-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-96-5p
hsa-miR-224-5p 0 1 0 0 0 2
*1=Expresados diferencialmente SL/NIC1 vs NIC2/3, *2= Expresados diferencialmente NIC1 vs NIC2/3, *3=

P PR R R R R R RRE R
P P PO O R R R R R R
P O R R P RRRPRPR PR

O OO0 O OO0 OO R R, KL Bk,
O 0O O0OFr OO0 OO0 O O K
O 0O 00O O0OO0OkFr OO0 O K
OFr OO Fr OO0OFr OFr O

O OO0 O R R R PEPRPE PR PR
W W wWwADDNMOOOO OO N

Expresados diferencialmente ExpressAnalyst, *4= FoldChange mayor a 3, *5= Curva ROC, *6= Regresién
logistica, *7= GEO, *8= Seleccionados en el clustering

= Analisis de enriquecimiento funcional y genes blanco

Se utilizé el paquete get multimir de RStudio para identificar los genes blanco de los
mMiRNA que obtuvieron las mayores puntuaciones y las puntuaciones medias en la Tabla
14: ("hsa-miR-1271-5p", "hsa-miR-9-5p", "hsa-miR-3690", "hsa-miR-6510-3p", "hsa-miR-
4662a-5p", "hsa-miR-184", "hsa-miR-501-3p" y "hsa-miR-1246"), para realizar el
enriguecimiento. Se identificaron un total de 2805 genes objetivos de estos miARNSs pero
COmo no se encontraron genes comunes entre los blancos de todos los miARNS, se decidio
realizar el analisis de enriquecimiento utilizando el conjunto completo de 2805 genes

recopilados.

Ademas, para investigar la relacion entre los genes objetivo de los miRNAs seleccionados
y el CCU asociado con la infeccion por VPH, se realiz6 una busqueda en la literatura (49,
152, 153, 154) centrada en genes implicados en la carcinogénesis cervical inducida por
VPH. Se identificaron 93 genes relevantes (no mostrados), que se analizaron para
determinar si podian ser objetivos de los miRNAs seleccionados. Los resultados (Tabla 16)
revelaron que 5 de los 8 miRNAs utilizados en el enriguecimiento regulan genes clave

asociados con las oncoproteinas E6, E7 y E5, indicando una significativa relevancia
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biolégica de estos miRNAs en el contexto del CCU relacionado con VPH, pudiendo ser

claves para un proceso de validacion.

Tabla 16 Genes objetivo de los miRNAs relacionados con la carcinogénesis cervical en la

infeccion por VPH.

hsa-miR-1271 hsa-miR9-5p hsa-miR-501 hsa-miR-184 hsa-miR-1246
CDKN1B EP300 SCRIB PRKCB TP53
CCND2 MAML1 CDKN1B MYC PIK3CB
FOXO1 TP53 E2F1 TP63
IFNAR1 CDKN1A CCND2
IGF2R UBR4 FOXO01
CCND1 RABEP1 E2F

PHGDH

TGFBR2

PRKCB

KDELR1

TJIP2

FOXO1

FNDC3B

SDC1

ERBIN

CXCL8

KDM6B

E2F

En el analisis de enriquecimiento, el analisis GO en la categoria de componente celular
(CC) (Figura 28) incluye principalmente términos como “Complejo citoplasmatico de
Adhesion  Celular”, “Matriz  Nuclear Periférica”, “Granulos de estrés de
ribonucleoproteinas”, “crecimiento del coénico distal” y “regibn cromosdémica”. En la
categoria de proceso biolégico (BP) (Figura 29) los términos mas relevantes son
"fosforilacion de peptidil-serina”, lo que sugiere alteraciones en las vias de sefalizacion
celular debido a modificaciones postraduccionales de proteinas, y "respuesta a la
radiacion”, que indica una mayor actividad en la reparacion del ADN y mecanismos de
defensa celular frente al dafio genético, posiblemente causado por el VPH. Ademas, el
término "respuesta a la hipoxia" sugiere que las células se estan adaptando a condiciones

de hipoxia, comunes en tejidos preneoplasicos. Los términos "desfosforilacién de
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proteinas" y "actividad fosfatasa de fosfoproteinas” resaltan la importancia de la regulacion
postraduccional de proteinas en la progresion de estas lesiones. Finalmente, en la
categoria de funciéon molecular (MF) (Figura 30) los términos mas relevantes incluyen
"unién a cadherinas", que sugiere alteraciones en la adhesion y comunicacion celular,
"unién a enzimas", "actividad de la quinasa de ADN", y "unién a pequefias GTPasas",
resalta el papel de las proteinas G pequenfias en la sefializacién intracelular y la regulacion

del citoesqueleto.

Como resultado del analisis de KEGG (Figura 31), se asociaron varias vias que incluyen
las alteraciones en el ciclo celular, vias de sefializacién criticas como P53, que esta
involucrada en la regulacion de la apoptosis y la respuesta al dafio del ADN; PI3K-Akt, que
juega un papel esencial en la supervivencia celular y la resistencia a la apoptosis; FoxO,
gue esta implicada en la regulacién del estrés oxidativo y la longevidad de las células

cancerosas vias asociadas con la infeccion viral y el VPH.

Figura 28 Andlisis de Enriquecimiento para la categoria de componente celular (CC).
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Figura 29 Analisis de enriquecimiento para componente de procesos bioldgicos (BP).
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Figura 30 Andlisis de enriguecimiento funcional para componente de funcién molecular.
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Figura 31 Analisis de enriquecimiento para vias metabolicas.
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Al asociar la relevancia bioldgica observada en los miRNAs con los resultados obtenidos

en los distintos andlisis, los mejores candidatos para una validaciéon experimental de

acuerdo a los analisis del grupo de descubrimiento serian: hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-
5p, hsa-miR-501-3p y hsa-miR-1246 (Tabla 17).

Tabla 17. Caracteristicas de los miRNAs seleccionados segun su desempefio en los

andlisis realizados para la deteccion de NIC2/3.

2 3 4 5 6 9 suma

hsa-miR-1271 1 1 1 1 1 1 0 1 1 8
hsa-miR-9-5P 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7
hsa-miR-501 1 1 1 1 0 0 0 1 1 6
hsa-miR-1246 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7
hsa-miR-4662 1 1 1 0 0 1 0 1 0 5
hsa-miR-3690 1 1 1 0 0 0 0 1 0 4
hsa-miR-184 1 0 1 0 0 0 1 1 1 5
hsa-miR-6510 1 0 1 0 1 0 0 1 0 4

*1=Expresados diferencialmente SL/NIC1 vs NIC2/3, *2= Expresados diferencialmente NIC1 vs NIC2/3, *3=

Expresados diferencialmente ExpressAnalyst, *4= FoldChange mayor a 3, *5= Curva ROC, *6= Regresién

logistica, *7= GEO, *8= Seleccionados en el clustering, *9= genes blancos implicados en la carcinogénesis

cervical inducida por VPH
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= Validacion experimental

Aunque la validacion experimental de los resultados obtenidos en la fase de
descubrimiento no estaba inicialmente prevista, la validacién con datos externos es una
parte fundamental en los estudios de descubrimiento de biomarcadores. El objetivo 3 del
proyecto contemplaba la identificacion de miRNAs con potencial utilidad para detectar
NIC2/3 y en linea con este objetivo, se logrdé realizar una validacion experimental
exploratoria para evaluar algunos de los miRNAs seleccionados como candidatos en la
fase de descubrimiento (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-3690,
hsa-miR-6510-3p, hsa-miR-4662a-5p, hsa-miR-184 y hsa-miR-1246). Esta validacion, fue
considerada para reforzar y respaldar los hallazgos del andlisis bioinformatico. Se validé
experimentalmente la expresion de 4 (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p,
hsa-miR-4662a-5p) de los miARNs candidatos mediante PCR en tiempo real (QPCR),
junto con 2 miARNSs adicionales que no estaban dentro de los candidatos (hsa-miR-224 y
hsa-miR-99a-5p) (ver Tabla 15).

Dado que 4 de los 8 miARNs candidatos mostraban un alto potencial como biomarcadores
para la deteccion de lesiones de alto grado (NIC2/3), y no era viable validarlos todos, se
eligieron aquellos con mayor puntaje (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-9-5p
y hsa-miR-4662a-5p). Ademas, se seleccionaron dos miARNSs adicionales (hsa-miR-99a-
5p, hsa-miR-224-5p) exclusivamente por su nivel de expresion diferencial, a pesar de no
haber estado dentro de los candidatos (ver Tabla 15).

La expresion diferencial de estos 6 miRNAs fue evaluada mediante la técnica de PCR en
tiempo real y cuantificacion relativa a través de la comparacion de CTs. No se obtuvieron
resultados de amplificacion para 14 de las 30 muestras del miRNA hsa-miR-4662a-5p, por
lo que se decidi6 excluirlo de los andlisis por falta de datos. Las muestras que se utilizaron

se resumen en la tabla 18:

Tabla 18.Numero de muestras utilizadas en la cohorte de validaciéon por RT-gPCR

Tipo Lesion n Total % Tipo VPH
NIC1 | 20 100% VPH-AR
NIC2 | 5 VPH-AR

NIC3 | 5 100% VPH-AR
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Los niveles de expresion relativa fueron significativamente diferentes (p<0.05, prueba de
Mann-Whitney) en la comparaciéon entre los grupos NIC1 y NIC2/3 para los miRNAs hsa-
miR-501 y hsa-miR-9-5p (Figura 32-A, B), indicando que estos miRNAs tienen una
expresion significativamente mayor en las lesiones de alto grado con respecto a las
lesiones de bajo grado de cérvix positivas para VPH-AR. En el caso del hsa-miR-1271-5p,
aunque no resultd significativo al utilizar el logaritmo base 2 de 2-22Ct (Figura 31-B), se ve
el leve incremento en la expresion de lesiones NIC2/3, y al usar el valor de la expresion
relativa 222t si mostré significancia (Figura 31-A). El resto de miRNAs evaluados, no

mostraron significancia estadistica.

Figura 32.Expresion relativa de los 6 miRNAs en las muestras de validacién. (A) Expresion

relativa en escala 222Ct (B) Expresion relativa en escala Log2(244¢Y, (NIC2+=NIC2/3)
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Se exploraron otros grupos de comparacion considerando la distribucion de las tres
lesiones pre-neoplasicas del cérvix en el conjunto de muestras (20 NIC1, 5 NIC2 y 5 NIC3).
La expresion relativa de los miRNAs mostré diferencias significativas (p < 0.05, Kruskal-
Wallis) entre al menos uno de los grupos de comparacién. En particular, los miRNAs hsa-
miR-501 y hsa-miR-9-5p presentaron una mayor significancia entre los grupos NIC1 y
NIC3, que entre NIC1 y NIC2 que también fueron significativos, lo que sugiere su potencial
rol en la identificacion de las lesiones consideradas precursoras del CCU. Por otro lado, el
hsa-miR-1271 mostr6 significancia estadistica entre los grupos NIC1 y NIC2, lo que puede
indicar su papel en la identificaciébn temprana de las lesiones de alto grado. Es posible que
diversos mecanismos moleculares influyan en que su expresion sea mas baja en NIC3.
Ademas, es importante sefialar que el nimero limitado de muestras (5 NIC2 y 5 NIC3)
podria no ser suficiente para detectar diferencias significativas adicionales entre los grupos
NIC1 y NIC3. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales con un tamafio de muestra
mayor para validar estos hallazgos y comprender mejor el papel de hsa-miR-1271 en la

progresion de las lesiones pre-neoplasicas del cérvix (figura 33).
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Figura 33. Expresion relativa Log2 (224" de los miRNAs por grupo de lesion (NIC1, NIC2,

NIC3) en las muestras de validacion.
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Para evaluar la utilidad clinica de los miRNAs en el grupo de validacién, se generaron
curvas ROC para el desenlace NIC2/3, tanto para cada miRNA individual como para
combinaciones de miRNAs que mostraron significancia individual. Los andlisis se
realizaron utilizando los valores de expresion relativa Log2(2*-AACt). En la figura 34 se
presentan los valores de p, AUC y los puntos de corte correspondientes a la sensibilidad y
especificidad para cada miRNA por separado. Destaca el hsa-miR-501-3p, que mostré una
excelente capacidad discriminativa para distinguir entre NIC2/3, con un valor p significativo
(p<0.00076) y un AUC del 88% (IC 95%: 0.76-1.0). El miRNA hsa-miR-9a-5p también
demostré un buen rendimiento, con un valor p de 0.001 y un AUC del 76% (IC 95%: 0.67-
0.98).
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Figura 34. Curvas ROC para cada miRNA individual para la deteccién de NIC2/3 en los
datos de validacion.
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Basandose en los resultados de las curvas ROC para los miRNAs individuales, se decidié
generar una curva ROC combinando los miRNAs que demostraron una alta significancia
en la separacion de NIC2/3. Especificamente, se combind hsa-miR-501-3p con hsa-miR-
9-5p (Figura 35) para evaluar el efecto de una posible firma compuesta por estos dos
miRNAs. Esta combinacion mostré6 un AUC del 90%, con una sensibilidad del 90%,
especificidad del 75%, y un valor p de 0.002. Dado que hsa-miR-1271 presenté valores
muy cercanos a la significancia estadistica y se destac6 en varios analisis a lo largo del
estudio, se decidi6 incluirlo en una segunda curva ROC junto con los otros dos miRNAs
(Figura 36). Esta combinacion resulté en una curva muy buena, con un AUC del 94% y una
sensibilidad y especificidad del 90%.
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Figura 35. Curva ROC de las combinaciones de hsa-miR-9-5p y hsa-miR-501-3p para la
deteccién de NIC2/3.
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Figura 36. Curva ROC de las combinaciones de hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p y hsa-
miR-1271 para la deteccion de NIC2/3.

miR-8-5p miR 501 y miR1271

Curva ROC - data$combined_score

(1X:]

08
|

Senskivity

o2

Specificty



88 Identificacién de una firma de miRNAs con potencial utilidad como
biomarcador para el triaje de mujeres positivas para la infeccion por el
virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR).

8. Discusion

La prueba de tamizaje para VPH-AR ha demostrado ser altamente sensible en la deteccion
de neoplasias cervicales, superando a la citologia. Sin embargo, su valor predictivo positivo
es limitado debido a la alta prevalencia de infecciones transitorias por VPH, muchas de las
cuales no progresan a neoplasias (135, 72). Esto subraya la necesidad de un triaje mas
preciso para identificar a las mujeres con riesgo de progresion a cancer de cervix y que
requieren remision a biopsia. En este contexto, la desregulacién de miRNAs ha emergido
como un potencial biomarcador para el diagndstico, pronéstico y tratamiento del cancer
cervical (58,72,136, 142,143).

Nuestro estudio utilizé secuenciacion de ARN pequefio en cepillados cervicales para
identificar miRNAs desregulados. A pesar de las dificultades en la recoleccién de muestras,
obtuvimos secuencias de alta calidad, validando la robustez de la metodologia.
Investigaciones previas han mostrado que la secuenciacién de miRNAs es reproducible
incluso en muestras con bajos niveles de ARN, utilizando plataformas como NEB Next,
NEXTFlex y TruSeq, las cuales proporcionan resultados confiables (137, 141), lo que nos
indica que las variaciones en la calidad del ARN no afectaron significativamente nuestros
hallazgos (144).

Aunque la variabilidad observada en los datos de expresion de miRNAs entre replicas,
dificulté la separacion clara entre las lesiones de bajo y alto grado, sugiriendo que las
diferencias en la expresiéon de miRNAs entre estos grupos son sutiles como para ser
detectadas por los primeros componentes principales. Este hallazgo es coherente con
estudios previos que sefalan las limitaciones del PCA en la identificacion de diferencias
genéticas cuando las variaciones son minimas (145). El uso de técnicas de agrupamiento
no supervisado como el clustering jerarquico y K-means tampoco permitié una separacion
clara de las muestras segun las condiciones histolégicas conocidas. Este solapamiento
entre los grupos coincide con trabajos que han sefialado la alta variabilidad de los miRNAs
entre réplicas de lesiones intraepiteliales de diferentes grados, resaltando la importancia
de interpretar con cautela el uso de los miRNAs como biomarcadores en lesiones

preneoplasicas (66, 146). Mas que los problemas técnicos, la heterogeneidad de las
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muestras, la carga viral, los diferentes tipos de VPH vy las diferencias interindividuales en
la expresion de miRNAs son los factores que podrian estar influyendo en esta falta de

separacion clara como demostro Pereira et al (146).

Ademas, la variabilidad en el nimero de muestras entre las categorias estudiadas,
particularmente la baja cantidad de muestras en la categoria "sin lesién" (SL), pudo haber
limitado nuestra capacidad para detectar diferencias significativas en la expresion de
MiRNASs, puesto que la literatura sugiere que se necesitan al menos 20 muestras por grupo
para garantizar la robustez de los andlisis de expresion diferencial (147). Por otra parte, la
baja cantidad de miRNAs desregulados en la comparacién entre SL y NIC1 sugiere que
las lesiones de bajo grado (SL y NIC1) comparten caracteristicas moleculares similares, lo
gue concuerda con el estudio de Wittenborn et al., quien reportd que las diferencias entre
muestras sanas y NIC1 no fueron significativas, por lo que excluyé los NIC1 de sus andlisis
(185). La agrupacion de las muestras en categorias mas amplias (SL/NIC1y NIC2/3) refleja
un enfoque mas clinico y practico, alineado con la necesidad de simplificar los analisis sin

comprometer la relevancia clinica de los hallazgos (8, 16, 65).

Identificamos 19 miRNAs diferencialmente expresados entre SL/NIC1 y NIC2/3, de los
cuales 14 fueron comunes en ambas comparaciones y cuatro miRNAs (hsa-miR-1246,
hsa-miR-9-5p, hsa-miR-184, y hsa-miR-99a-5p) fueron validados mediante comparacion
con conjuntos de datos de GEO, fortaleciendo la consistencia y validez de nuestros
resultados. Este tipo de integracién de datos es clave para mejorar la reproducibilidad en
estudios de biomarcadores y subraya la necesidad de estandarizar técnicas en la
investigacion de miRNAs en lesiones pre neoplasicas y cancer cervical, lo que puede
resolver las inconsistencias en los perfiles de expresion de miRNAs evidenciados en la

literatura y mejorar la identificacion de biomarcadores precisos (148).

El andlisis de clustering no supervisado con k-medias como estrategia inicial para
identificar los DEmiIARNSs que mejor revelaran patrones de agrupamiento en los datos, sin
depender de etiquetas predefinidas, permitié descubrir patrones significativos que podrian
no ser evidentes (150, 151,152), y revel6 que 8 miARNs (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-5p,
hsa-miR-3690, hsa-miR-6510-3p, hsa-miR-4662a-5p, hsa-miR-184, hsa-miR-501-3p vy

hsa-miR-1246) segregaron las muestras en dos clusters, y que en el Cluster 2
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predominaron las muestras NIC2/3 (21 muestras) y solo 4 SL/NIC1. Aunque la separacion
no fue perfecta, los miARNSs explicaron mas del 50% de la variabilidad. Las coinfecciones

con distintos tipos de VPH-AR podrian haber influido en estos resultados (146,153, 154).

Los resultados de nuestro estudio resaltan la importancia de tener en cuenta el tipo de
virus presente en estas infecciones al buscar biomarcadores o evaluar la expresion
diferencial de miRNAs, especialmente para los tipos de VPH-AR mas prevalentes y
oncogénicos, como el VPH16 y VPH18, responsables de méas del 50% de los canceres
cervicales (9, 174). Aln asi, es importante resaltar que al incluir varios genotipos de VPH-
AR, se refleja la realidad clinica, donde las infecciones por mdaltiples tipos son comunes y

aumentan el riesgo de progresion a lesiones de alto grado. (155,7, 156).

La precision en la clasificacion de muestras es clave para el analisis de clustering. En este
estudio, las etiquetas de las lesiones cervicales se basaron en diagnésticos por biopsias
guiadas por colposcopia, considerado el estandar clinico (157). No obstante, la experiencia
del colposcopista y el numero de biopsias tomadas pueden influir en la precisién
diagnéstica, especialmente en el caso de las NIC2, lo que puede afectar tanto la
interpretacion de los datos como el clustering (158, 8, 20). Etiquetas inexactas pueden
alterar la capacidad del analisis no supervisado para agrupar correctamente las muestras.
En estudios previos, como el de Snoek et al., se excluyeron las NIC2 debido a su
ambigledad diagnéstica (65), mientras que Herrington et al. sugieren una clasificacion de
dos niveles (SIL bajo y alto grado) en lugar del sistema de tres grados NIC (159). En
nuestro caso, aungque se observé una separacion entre clusters, esta no fue perfecta, lo
gue coincide con investigaciones previas donde el clustering no supervisado no logré

diferenciar completamente entre lesiones como NIC2 y NIC3 (160).

El andlisis de la capacidad discriminativa de los miRNAs mediante curvas ROC mostré que
mMiRNAs como hsa-miR-1278 y hsa-miR-6510-3p tuvieron una capacidad moderada para
discriminar lesiones de alto grado. Estos resultados son consistentes con el analisis de
clustering, donde estos miRNAs también fueron identificados como relevantes para
separar las muestras en dos clusters principales. La inclusiéon de una firma combinada de
varios miRNAs podria mejorar la capacidad discriminativa y aumentar la precision del triaje,
como han sugerido otros estudios (149, 150, 151, 152).
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Finalmente, los analisis de regresién logistica bivariada indicaron que hsa-miR-1271-5p y
hsa-miR-4662a-5p estan asociados significativamente con el riesgo de presentar lesiones
de alto grado (NIC2/3). Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que sugieren que
el uso de combinaciones de miRNAs y variables clinicas, como el uso prolongado de
anticonceptivos hormonales, puede mejorar la prediccién del riesgo de progresion a cancer
de cervix (161). La combinacion de analisis ROC, clustering y regresién logistica nos
permitié identificar un conjunto de miRNAs candidatos para realizar la fase de validacion
gue nos permita, mejorar la estratificacion del riesgo en mujeres con infeccion por VPH-

AR y avanzar hacia una firma basada en miRNAs.

El analisis de enriquecimiento funcional enfatiza la importancia de los miRNAs para la
progresion de las lesiones cervicales asociadas al VPH. Los genes regulados por miRNAs
como hsa-miR-1271, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501 y hsa-miR-1246 estan involucrados en
procesos clave como la adhesion celular, remodelacion del citoesqueleto, regulacion
nuclear, y el ciclo celular, lo que sugiere que los miRNAs modulan eventos esenciales en
la tumorigénesis, como la pérdida de adhesion y la inestabilidad gendmica (162,163,164).
Estos mecanismos también se ven reflejados en componentes citoesqueléticos y granulos
de estrés, los cuales indican que las células preneoplasicas experimentan estrés celular
inducido por el virus, facilitando la progresion hacia estados malignos. En términos de
Procesos Bioldgicos y Funcién Molecular, se destacan vias como la fosforilacion de
peptidil-serina y la respuesta a la hipoxia, fundamentales para enfrentar el dafio celular
causado por el VPH y evitar la acumulacion de alteraciones genéticas (165, 166, 167,168).
El andlisis de las vias KEGG subraya la implicacion de estos miRNAs en rutas virales,
especialmente "Human papillomavirus infection", lo que enfatiza su potencial como
biomarcadores para el triaje en mujeres con lesiones preneoplasicas. También se
observaron vias relacionadas con otros virus oncogénicos, como el virus de Epstein-Barr
y el HTLV-1, que, al igual que el VPH, se asocian con la carcinogénesis cervical
(162,163,164, 165). Esto resalta la complejidad de la interaccion entre los miRNAs y las

células infectadas por VPH en la progresion del cancer cervical.

En este estudio, el miIRNA hsa-miR-423 se utiliz6 como gen normalizador en la qPCR para
minimizar la variabilidad técnica entre las muestras cervicales, siguiendo la recomendacién

de Babion et al., que lo identific6 como un gen de referencia adecuado para raspados
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cervicales (169). Esto permitié la validacion de seis miRNAs previamente identificados en
la fase de descubrimiento: se seleccionaron, cuatro (hsa-miR-1271-5p , hsa-miR-9-5p,
hsa-miR-501-3p, hsa-miR-4662a-5p) que destacaron en los analisis de la fase de
descubrimiento y estaban dentro de los 4 mejores miRNAs con gran potencial para
discriminar entre NIC2/3 vs lesiones de bajo grado, mientras que dos (hsa-miR-224 y hsa-
miR-99a-5p) se seleccionaron Unicamente por su expresion diferencial entre SL/NIC1 vs
NIC2/3. No se logré validar el hsa-miR-4662a-5p debido a sus bajos niveles de expresion,
esta discrepancia puede deberse a diferencias entre los métodos utilizados (QPCR versus
SRNA-Seq), como han sefalado estudios anteriores, donde Snoek et al. tampoco pudieron
validar tres miRNAs de la fase de descubrimiento. Aunque varios estudios han mostrado
correlaciones entre gPCR y RNA-Seq, también se han informado diferencias notables en
la cuantificacién de miRNAs. La presencia de isomiRs, variantes de longitud de miRNAs,
podria haber afectado la precision de la deteccién mediante gPCR, lo que coincide con el
hecho de que el mapeo en sRNA-Seq no permitié analizar estos isomiRs (65). A pesar de
estas limitaciones, la validacién general fue satisfactoria, ya que el uso de muestras
independientes demuestra consistencia en los hallazgos obtenidos en las dos fases del

estudio.

Tres de los cinco miRNAs (hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501-3p) mostraron
diferencias significativas en la expresion relativa entre NIC1 y NIC2/3 (p < 0.05). No
obstante, al transformar los datos a escala logaritmica, hsa-miR-1271-5p perdi6
significancia estadistica, aunque seguia mostrando una tendencia hacia el aumento en
NIC2/3. Esto es sorprendente, ya que, en la fase de descubrimiento, este miRNA mostro
el mayor potencial discriminativo y se esperaba un resultado consistente. Este cambio
puede deberse a que la transformacion logaritmica, utilizada para estabilizar la varianza,
también puede reducir las diferencias entre grupos y la significancia estadistica; o las
diferencias metodoldgicas entre RNA-Seq y qPCR, como se mencioné previamente. Por
otro lado, hsa-miR-224 y hsa-miR-99a-5p, aunque expresados diferencialmente en la fase
inicial, no lograron un poder discriminativo suficiente en la validacion. Esto subraya la
importancia de no basar la seleccién de biomarcadores Unicamente en la expresion
diferencial inicial, sino considerar multiples andlisis y contextos experimentales para

obtener resultados robustos. Finalmente, se observé un incremento lineal en la expresion
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de los tres miRNAs a medida que progresa la enfermedad, con una tendencia significativa
(p < 0.05). Este patrén apoya su asociacioén con la progresion de las lesiones cervicales.
No obstante, hsa-miR-1271-5p mostré un aumento significativo entre NIC1 y NIC2, pero
no entre NIC1 y NIC3, lo que sugiere su posible relevancia en las etapas iniciales de la

progresion, y se deberia explorar en estudios futuros.

La capacidad discriminativa de los miRNAs en la validacion para detectar lesiones de alto
grado (NIC2/3) se evalué mediante curvas ROC. Aunque el tamafio muestral no es ideal,
los resultados obtenidos ofrecen una perspectiva preliminar sobre el valor de estos
mMiRNAs como biomarcadores destacando que estos resultados deben ser interpretados
Gnicamente como resultados exploratorios. Entre los miRNAs evaluados, hsa-miR-501-3p
destaco6 con un AUC de 88.25% (IC 95%: 76.37-100.0), lo que indica una alta capacidad
discriminatoria para NIC2/3. Este hallazgo esta en linea con estudios recientes que han
identificado a hsa-miR-501-5p como un oncomir crucial en la tumorigénesis del CCU. Se
ha demostrado que miR-501-5p favorece la proliferacion celular e inhibe la apoptosis a
través de la regulacion negativa de CYLD, un gen que codifica una proteina involucrada
en la diferenciacion y division celular, asi como en la apoptosis. Ademas, su asociacion
con el grado histolégico y la supervivencia en pacientes con CCU refuerza su potencial
tanto como biomarcador diagndstico como prondstico, tal como lo confirman mdltiples
estudios que lo han incluido en firmas moleculares para el diagnéstico de este tipo de
cancer (87, 170, 171, 172).

Por su parte, hsa-miR-9-5p mostré6 un desempefio notable, con un AUC de 78.0% (IC:
67.85-98.15). La literatura cientifica ha documentado su implicacién en la transformacion
neoplasica del cérvix, siendo sobreexpresado en tejidos NIC. Su relacién con la regulacion
negativa de FOXO3, un factor clave en la reparacion de dafios en el ADN (DDR), sugiere
gue miR-9-5p juega un papel fundamental en la progresion de las lesiones preneoplasicas
hacia el cancer invasivo. Ademas, analisis bioinformaticos indican que miR-9 podria inhibir
la diferenciacion celular y promover la proliferacion celular durante las primeras etapas de
la transformacién cervical inducida por el VPH (10, 172, 173, 174, 175). Cabe destacar que
este miRNA también se identificé diferencialmente expresado en los analisis de datos de

GEO realizados en este estudio.
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En contraste, hsa-miR-1271 no mostrd significancia estadistica en el analisis ROC para la
deteccidn de NIC2/3, a pesar de haberse identificado como un marcador prometedor en la
fase de descubrimiento. Esta falta de significancia podria deberse a artefactos técnicos o
a la presencia de outliers en las muestras de NIC3, donde no se observé una diferencia
estadistica en comparacion con NIC1. A diferencia, en las muestras de NIC2 se observé
una expresion significativa de miR-1271 en relacién con NIC1, lo que sugiere que se
necesita un mayor tamafio muestral para confirmar su potencial diagndstico u otros analisis
para determinar el papel de este miRNA en el desarrollo del CCU. Lo anterior basado en
la literatura, donde hsa-miR-1271 ha sido descrito como un supresor tumoral en diversos
tipos de cancer con expresion a la baja por lo general, y como un posible oncogén en el
carcinoma hepatocelular, lo que sugiere una funcion dual dependiendo del contexto
biol6gico (176). Sin embargo, su rol especifico en el cancer de cuello uterino (CCU) y
lesiones preneoplasicas no ha sido descrito previamente, siendo este estudio una primera
aproximacion a su implicacién en esta patologia. Esta dualidad funcional podria explicar la
inconsistencia observada en nuestros resultados, donde, a pesar de no alcanzar
significancia en el andlisis ROC, se evidencié una tendencia hacia una mayor expresion
en lesiones de alto grado, especificamente en NIC2 en comparacion con NIC1l. Es
fundamental investigar mas a fondo el papel de este miRNA en el CCU, ya que podria
representar un biomarcador clave en las primeras etapas de la progresion neoplésica o
incluso ser (til en la identificacién de subgrupos de pacientes con diferente prondstico, lo
gue contribuiria a mejorar las estrategias de deteccién temprana y manejo personalizado

de las lesiones cervicales.

La combinacion de miR-9-5p, miR-501-3p, y miR-1271-5p resulté ser la combinacién mas
eficaz para la deteccion de NIC2/3, con un AUC de 94.0%, superando a los miRNAs
individuales. Este hallazgo refuerza la idea de que una firma combinada de miRNAs puede
ser mas robusta que la evaluacion de marcadores individuales, tal como se ha observado
en otros estudios donde la combinacion de 2-5 miRNAs logro clasificaciones mas precisas
de lesiones cervicales de alto grado (71, 65, 66). En este contexto, es relevante destacar
que incluso un solo miIRNA, como miR-501-3p, puede alcanzar un AUC adecuado para la
identificacion de NIC2/3. No obstante, se requieren estudios adicionales que incluyan

muestras mas grandes y la correlacién con biomarcadores clinicos establecidos, como la
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genotipificacion del VPH y la tincion dual p16/Ki67, la metilacion (66) y factores clinicos o
sociodemograficos para una mayor comprension del papel biolégico de los miRNAs en la
progresion de las lesiones cervicales y, al mismo tiempo, reforzaria su potencial utilidad

como herramientas de triaje clinico.

9.Conclusiones

- Se identificaron 19 miRNAs con expresion diferencial entre lesiones de bajo (SL/NIC1) y
alto grado (NIC2/3). De estos, 14 coincidieron con resultados de las comparaciones entre
los diferentes tipos de lesiones (SL, NIC1, NIC2/3), 14 coincidieron con los resultados
obtenidos a través de la herramienta ExpressAnalyst, y 4 miRNAs se encontraron en
comun con datos externos. Estos hallazgos sugieren una soélida correlacion entre los
miRNAs identificados y refuerzan su relevancia en la carcinogénesis cervical, subrayando

su potencial como biomarcadores en diversos contextos.

- Es fundamental reconocer que el clustering no supervisado es una herramienta
exploratoria para identificar patrones en los datos y en este estudio guio la seleccién de
miRNAs informativos mediante el agrupamiento de las muestras segun su grado de lesion.
Aunque debe interpretarse con cautela y complementarse con métodos supervisados y
validaciones con datos externos para mejorar la precision y reproducibilidad en la

clasificacion en distintos contextos.

- El descubrimiento de biomarcadores requiere un enfoque cauteloso y el uso de métodos
complementarios. En nuestro estudio, la evaluacion de diversos parametros, como se
detalla en las tablas 15 y 17, identifico a hsa-miR-1271, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501 y
hsa-miR-1246 como los principales candidatos, ya que cumplen con la mayoria de los

criterios evaluados. Entre ellos, hsa-miR-1271 destaca como el biomarcador que retne la
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mayoria de caracteristicas analizadas para la discriminacion de lesiones cervicales de alto

grado (NIC2/3), considerandose como los principales miRNAs para una validacion futura.

- La regresion logistica bivariada identificé el uso prolongado de anticonceptivos como un
factor de riesgo significativo para el desarrollo de lesiones cervicales de alto grado. Este
hallazgo subraya la necesidad de integrar tanto los marcadores biolégicos como los
factores de riesgo clinicos en la deteccion temprana de estas lesiones y evaluar su impacto

a través de modelos multivariados.

- De los seis miRNAs validados mediante gPCR, tres mostraron cambios significativos en
Su expresion relativa, en lesiones NIC2/3: hsa-miR-1271, hsa-miR-9-5p, y hsa-miR-501.
Estos miRNAs no solo exhibieron una expresion diferencial destacada, sino que también
fueron seleccionados como candidatos durante la fase de descubrimiento debido a sus
altos puntajes. Ademas, tienen una relevancia biolégica considerable al regular genes
asociados con el cancer de cuello uterino y la infeccion por VPH, como se detalla en la
Tabla 15.

- Los miRNAs validados en este estudio, hsa-miR-1271, hsa-miR-9-5p, y hsa-miR-501,
desempefian un papel crucial en la progresion de las lesiones intraepiteliales cervicales.
Como se muestra en la Figura 32, los niveles de hsa-miR-1271, hsa-miR-9-5p, y hsa-miR-
501 fueron significativamente mayores en lesiones NIC2 y NIC3 en comparacion con NIC1
(p tendencia <0.05). Sin embargo, los niveles de expresion relativa de hsa-miR-1271 no

fueron significativamente diferentes entre lesiones NIC3 y NIC1.

- Los miRNAs hsa-miR-9-5p, hsa-miR-501 y sus combinaciones (hsa-miR-9-5p + hsa-miR-
501 y hsa-miR-9-5p + hsa-miR-501 + hsa-miR-1271) mostraron una capacidad
discriminativa destacada para diferenciar NIC2/3 de NIC1, con AUC de 78%, 88%, 90%,
94%, respectivamente. Aunque hsa-miR-501 sobresale individualmente, las

combinaciones de miRNAs ofrecen mayor robustez diagnoéstica.

- Los resultados obtenidos respaldan la importancia de validar los demas miRNAs
identificados como candidatos en la fase de descubrimiento, ya que muestran un papel
prometedor en la deteccién de lesiones de alto grado y en la evaluacién del riesgo de
cancer de cuello uterino (CCU), reflejando eventos moleculares clave en el desarrollo de

la enfermedad. Es crucial utilizar un nUmero 6ptimo de muestras para garantizar que los
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resultados sean comparables y estadisticamente significativos, lo que fortalecera la

fiabilidad de los hallazgos y su relevancia en la progresion de la enfermedad.

- Los hallazgos de este estudio, realizados en muestras de exfoliado cervical, refuerzan la
utilidad clinica de este tipo de muestra para la deteccion de miRNAs. Dado que el exfoliado
cervical es facilmente accesible y se utiliza cominmente en la prueba de VPH, su empleo
para evaluar la expresibn de miRNAs permite integrar la deteccibn de ambos
biomarcadores en una Unica técnica de PCR. Esto podria mejorar el diagnéstico y la
estratificacion del riesgo en mujeres VPH-AR+ para identificar lesiones preneoplasicas de

alto grado.

10. Recomendaciones y perspectivas

- Aumentar el tamafio de la muestra en el grupo de validacion para evaluar con mayor
precision la utilidad clinica y el desempefio diagnéstico de los miRNAs en la deteccion de

lesiones de alto grado.

- Para futuros estudios se recomienda el uso de muestras frescas para minimizar la

degradacion del RNA y optimizar la calidad y fiabilidad de los resultados obtenidos.

- Desarrollar ensayos funcionales que confirmen la participacion de los miRNAs en el
proceso carcinogénico del cérvix, y comprender mejor su papel en la progresion de la

enfermedad.

- Considerar la seleccion de muestras y el tipo especifico de VPH-AR en los andlisis para
determinar si existen diferencias significativas entre tipos de VPH-AR y evaluar si el tipo

de VPH influye en la identificacion de biomarcadores en mujeres positivas para VPH.

- Realizar una evaluacion de los miRNAs en las lesiones intraepiteliales cervicales (SL,

NIC1, NIC2, NIC3, CANCER) utilizando un nimero suficiente de muestras para esclarecer
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el papel de estos miRNAs en la progresion de la enfermedad y determinar su potencial
como biomarcadores y su relevancia clinica para la estratificacién del riesgo. Ademas,
investigar el papel de los miRNAs que se regulan a la baja, para lograr una comprension
mas profunda del proceso carcinogénico.

- Realizar estudios exhaustivos a las secuencias para identificar miRNAs no reportados
gue desempefien un papel clave en el desarrollo de lesiones de alto grado y céncer
cervical. El uso de smallRNAseq, por su alta sensibilidad y capacidad de cobertura, revela
un gran namero de lecturas no mapeadas que constituyen una fuente valiosa de

informacién sobre moléculas no anotadas.

- Los miRNAs que, en la fase de descubrimiento, fueron identificados como prometedores
pero que no fueron validados, requieren ser evaluados en futuros estudios para confirmar

su potencial como biomarcadores.

- Considerar la evaluacion de factores adicionales que puedan influir en la regulacién de
los miRNASs, y las caracteristicas clinicas de las pacientes para determinar su potencial

utilidad en la estratificacion del riesgo.
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