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RESUMEN

Objetivo: Describir el perfil de expresion de Micro
RNAs (miRNAS) en pacientes con cancer vesical.

El mayor avance en la busqueda de un biomarcador
se ha visto desde el 2007 afio en que se identifica que los
Micro RNAs se ven alterados en cancer, entendiendo que los
miRNAs funcionan como supresores tumorales u
oncogenes. En estudios mas recientes se identifica que los
miRNAs son estables y resistentes a la manipulacion y
pueden ser determinados mediante varios métodos en tejido
fresco o fijado, en suero, plasma, saliva y orina, haciéndolos
candidatos a biomarcadores para deteccion temprana,
eficacia y monitoreo del tratamiento en cancer vesical.

Material y métodos: Estudio observacional,
prospectivo, transversal y descriptivo en pacientes
diagnosticados con céncer vesical entre el 01 de octubre
2018 al 01 de diciembre de 2019 de muestreo de tipo no
probabilistico no aleatorizado por criterio, comparando el
perfil de expresion de MiRNAs en suero, contra una
poblacién sana, excluyendo a pacientes con algun otro tipo
de cancer sincroénico.

Resultados: Se obtuvo el perfil de expresion de
MiRNAs en suero de 33 pacientes diagnosticados con cancer
vesical y de 33 pacientes libres de cancer con caracteristicas
demograficas similares, encontrando en nuestra poblacion
comportamiento similar al de la literatura actual.

Conclusiones: Se identifico subexpresion vy
sobreexpresion de MiRNAs con resultados similares a la

literatura internacional por lo que se considera que los
MiRNAs tienen alto potencial de ser utilizados como
biomarcadores para cancer vesical.

PALABRAS CLAVE

Micro RNA en cancer vesical, Biomarcadores en cancer
vesical, MiRNAs, miR-96, miR-183, miR-92a, miR-100 y
miR-143, miR15b5p, miR5905p.

ABSTRACT

Target: To describe the expression profile of Micro
RNAs (miRNAs) in patients with bladder cancer patients.
The greatest advance in the search for a biomarker has been
seen since 2007, the year in which it was identified that
Micro RNAs are altered in cancer, understanding that
miRNAs can function as tumor suppressors or as oncogenes,
in more recent studies it is identified that miRNAs are highly
stable and resistant to handling and can be determined by
various methods in fresh or fixed tissue, in serum, plasma,
urine and saliva, making them candidates for biomarkers for
early detection, monitoring and treatment efficacy in bladder
cancer.

Material and methods: Observational, prospective,
cross-sectional and descriptive study in patients diagnosed
with bladder cancer between October 1, 2018 and December
1, 2019 with a non-randomized, non-probabilistic sampling
by criteria, comparing the expression profile of MiRNAs in
serum, against a healthy population, excluding patients with
some other type of synchronous cancer.
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Results: The expression profile of MiRNAs in
serum was obtained from 33 patients diagnosed with bladder
cancer and 33 cancer-free patients with similar demographic
characteristics, finding similar behavior to that of the current
literature in our population.

Conclusions: Underexpression and overexpression
of MiRNAs were identified with similar results to the
international literature, so it is considered that MiRNAs have
a high potential to be used as biomarkers for bladder cancer.

KEYWORDS

Micro RNA in bladder cancer, biomarkers in bladder cancer,
MiRNAs, miR-96, miR-183, miR-92a, miR-100 and miR-
143, miR15hb5p, miR5905p.

INTRODUCCION

Los mecanismos de reparacion celular, que impiden
el crecimiento anormal de células, pierden eficacia con la
edad. 1234 Por lo anterior crece laimportancia de identificar
métodos de tamizaje temprano de todos los tipos de cancer.
Actualmente solo contamos con métodos tardios como lo
son el ultrasonido, la tomografia o la cistoscopia, siendo
todos estos métodos diagnosticos de un tumor establecido y
probablemente avanzado. > Al momento, el papel de los
biomarcadores urinarios en sangre o de la citologia en el
diagnostico inicial de cancer vesical es muy limitado. Hace
una década se propuso la identificacion conjunta de NMP22
y un marcador de citoqueratinas (CYFRA 21-10 UBC) como
opcion alternativa a citologia urinaria.® Como resultado de
estudios comparativos de la citologia urinaria y los
marcadores moleculares urinarios, se evidencié una baja
sensibilidad (34-55%) de la citologia, sobre todo en tumores
de bajo grado, pero una alta especificidad (> 90%), ademas
de no ser reproducibles. La sensibilidad de los
biomarcadores varia actualmente entre el 50 y el 80%, mas
alta que la de la citologia urinaria, y la especificidad de la
mayoria de dichos marcadores oscila entre el 70 y el 90%,
maés baja que la de la citologia urinaria.” Hasta hoy no hay
un biomarcador que presente una sensibilidad y una
especificidad suficientes como para reemplazar a la
cistoscopia. La combinacion de cistoscopia y citologia es el
mejor método.® La National Cancer Institute (NCI) define
“biomarcador” como “una molécula bioldgica que se
encuentra en la sangre, otros fluidos corporales o tejidos que
pueden ser medidos y evaluados objetivamente como un
signo de un proceso biolégico normal / anormal y una
condicién patégena / enfermedad”. Las funciones de un
biomarcador pueden ser para el diagndstico y pronéstico del
cancer, para la evaluacion de la evolucion de la enfermedad
y para prediccion / seguimiento del tratamiento o
comparacion de tratamientos.®! Los microRNA (miRNAs)
“son reguladores de la eficiencia traduccional que ejercen su
efecto mediante la interaccion con las 3’UTR de los mMRNA
y en casos especiales con las 5’UTR”. Son pequeiios RNAs
no codificantes que distribuyen los perfiles de expresion de
distintos genes. Por lo tanto, los miRNAs regulan procesos
celulares involucrados en el desarrollo y metastasis del

cancer.!! La expresion de miRNAs es especifica de algunos
tipos celulares. Los cambios de los mismos en plasma, suero
y otros fluidos organicos se relacionan con las
enfermedades. Estan localizados en regiones gendmicas
relacionadas con cancer. Su variabilidad en la expresion es
una caracteristica de los procesos neoplasicos. Cambios en
la expresion y alta estabilidad son de gran ventaja, por lo que
se proponen como biomarcadores de diagndstico.'? Los
miRNA pueden funcionar como protectores de tumores o
como promotores; estando pendientes de saber su influencia
concreta en cada tipo de cancer. (Tabla 1).1314 Los miRNAs
son altamente estables y resistentes al manejo y se pueden
determinar por varios métodos en tejido fresco o fijado, en
suero, plasma, orina y saliva. Se han propuesto como
biomarcadores para la deteccién temprana, monitoreo y
eficacia del tratamiento en ciertas enfermedades.'®

Tabla 1.- miRNAs relacionados con neoplasias. 4

Blancos

MicroARN Tipo de neoplasia
moleculares
miR-141 TCF7L2  Cancer de prostata
MiR-126 y miR-182 EGFL7 Cancer de vejiga
Cancer de células escamosas
miR-125 y miR-200° ZEB1

orales

miR-155, MiR-197 y miR-182  TP33INP1  Cancer de pumdn

Let-7 MYC Cancer de pulmon
miR-10b HOXD10  Cancer de mama
miR-34 BCL2 Cancer de mama

El posible papel de los miRNA en el desarrollo del
cancer de vejiga y la progresion se determind en un estudio
de perfiles en 2007 detectando diez microRNA
sobreexpresados incluyendo miR-205-5p. En otro estudio
del perfil, miR-21-5p y miR-145 fueron identificados como
los miRNAs sobre y sub regulados en cancer de vejiga. Se
han realizado desde entonces experimentos de varios perfiles
de expresion a gran escala para dilucidar el papel potencial
de miRNA en canceres uroteliales.’® Se han publicado
multiples trabajos referentes al panel de miRNA para
detectar céncer vesical a partir de muestras de fluidos.
Ademas, se ha observado una variacion en la expresion de
miRNA entre tumores de bajo y alto grado.’

La gran ventaja en la busqueda de biomarcadores
para neoplasias urinarias es el disponer de muestras
biolégicas como la orina y el plasma, que al estar en intimo
contacto con el wurotelio recoge células exfoliadas
representando una valiosa herramienta no invasiva para el
diagnostico y seguimiento de esta neoplasia. Debido a la baja
sensibilidad y especificidad reportadas en la literatura sobre
biomarcadores urinarios para cancer de vejiga surge el
interés de identificar miRNASs en suero.

MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, prospectivo, transversal y
descriptivo en pacientes con cancer vesical del Hospital
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Central Militar de México con una muestra que fue la
totalidad de pacientes con diagndéstico de cancer de vejiga
identificados mediante reseccién transuretral de tumor
vesical (RTUV) durante el periodo comprendido del 01 de
octubre 2018 al 01 de diciembre de 2019 con un muestreo de
tipo no probabilistico no aleatorizado por criterio,
excluyendo a pacientes con algin otro tipo de céancer
sincrénico. Obteniendo muestra sanguinea de pacientes con
reporte de patologia de cancer de vejiga, asi mismo se
obtuvo el suero de esa muestra para integrar el grupo de
cancer de vejiga, se realizd el aislamiento de RNA total,
cuantificacion de la concentracion del RNA, amplificaciony
marcado de RNA (Sintesis de cDNA) posteriormente se
realizé una qRT-PCR. Se analiz6 la expresion de miRNAs.
Se realiz6 un analisis mediante estadistica descriptiva,
pruebas de distribucion de datos, pruebas de comparacion de
datos, asi como analisis de expresion génica. Para las
variables generales y para la comparacién de esos resultados
se utiliz6 una prueba estadistica de acuerdo con la
distribucion obtenida. Para el andlisis de expresion génica se
utilizo la plataforma online
http://miScriptmiRNAPCRArrayDataAnalysis y también se
realizd un analisis mediante el método para andlisis
expresion génica de cuantificacion relativa 224CT4LY ge
realizd una comparacion con lo reportado en la literatura.
Para integrar el grupo control se realiz6 toma de muestra
sanguinea a personal voluntario que cumpliera con los
requisitos de no tener diagnostico previo de cancer, no
antecedentes de hematuria macroscopica y que niegue
tabaquismo a lo largo de la vida. A los datos obtenidos se les
realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y
posteriormente una prueba t de student. Teniendo las
muestras de los pacientes con cancer (muestras objetivo), asi
como toma de muestras de sangre de individuos sanos
(muestras de referencia). Se obtuvo 10 ml por cada uno, de
las cuales se utilizaron 200 pl para la obtencién del material
genético (RNA). La extraccion de RNA se realizd bajo los
lineamientos del protocolo publicado por Life Technologies
para TRIZOL®. Se logro extraer el material genético de la

totalidad de las muestras. Se evalud la concentracion de
RNA (ng/ul) obtenido mediante espectrofotometria a través
del equipo NanoDrop 1000® (Thermo Scientific).

Una vez teniendo las muestras de RNA total, se
realizo la sintesis de cDNA utilizando el kit miScript Il RT
kit (Qiagen, Hilden, Germany) en el termociclador Veriti
Thermal Cycler (Applied Byosystems). Los resultados
obtenidos de la cuantificacion del cDNA por muestra se
llevaron a una concentracién igual para realizar la RT-PCR
de los 7 miRNAs previamente seleccionados en la literatura
internacional que son: miR-96, miR-183, miR-92a, miR-100
y miR-143, miR15b5p, miR5905p. Para obtener los niveles
de expresion de los miRNAs, se utiliz la metodologia de
Qiagen, se realizd qRT-PCR en el termociclador Rotor-Gene
Q (Qiagen, Hilden, Germany) de cada uno de los miRNAs.
Ademés de los reactivos del kit Human miRNome
miScript® miRNA PCR Array. Se utiliz6 la matriz del
miRNome miScript miRNA PCR (V16.0, 96-well / Rotor
Disc 100) (miScript® miRNA PCR Array Handbook)

Se ingresaron los resultados de “Ct” de los miRNAs
tanto de los pacientes con cancer de vejiga como de los
individuos sanos obtenidos en la gRT-PCR. Para los
pacientes con cancer de vejiga se obtuvo un promedio de los
miRNAs y también un promedio del miRNA C-elegans que
se utilizd para la normalizacion. El nimero de catalogo que
se uso en este caso es el “MIHS-216Z. También se realizo el
andlisis de datos mediante Excel utilizando para el analisis
de expresion génica el método para andlisis de cuantificacion
relativa 2-24CT. y se descargaron los resultados obtenidos en
un heat map para ver el nivel de expresion.

RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 66 muestras de
pacientes, de los cuales 33 pacientes con diagndstico de
cancer de vejiga primario y 33 pacientes normales para
comparacion, sin diferencia significativa entre ambos
grupos. (Tabla 2).

TABLA 2.

Datos generales de los pacientes.

Cancer de Vejiga Individuos sanos Valor p
Pacientes [n) 33 33
Edad afios [promedio  SD) 60.63 + 3.89 62.73 £ B.30 0.108
Peso kg [promedio 1 SD) 75.5 = 4.44 74,5 + 3,58 0.171
Talla metros [promedio £ 5D) 1.67 £ 0.08 1.65 +0.09 0.242
IMC [promedio £ SD) 27.22 £2.97 27.49 £+ 2.65 0.623



https://doi.org/10.54212/27068048.v9i2.7

Revista Guatemalteca de Urologia Vol. 9 No. 2
ISSN en linea 2706-8048 / ISSN impreso 2707-9805 https://doi.org/10.54212/27068048.v9i2.7

La concentracién de RNA obtenida mediante espectrofotometria en la cual se observa en la Tabla 3, un promedio de 23.12
ng/ul en los pacientes con cancer de vejiga 'y 19.34 ng/ul en pacientes sanos.

TABLA3
Cuantificacion RNA total en ng/pl por muestra en ambos grupos.

Cancer de Vejiga Sanos
Muestra ng/ul [RNA total) Muestra ng/ul [RNA total)
Valor Valor
= e minime: 2.9 e it minimo: 4,69
Valor Valor

2 1761 maximo: 96.46 2 8.98 mdxinmeo: 35.2
3 46.36 Promedio: 22.92 3 12.80 Promediao: 17.65
4 16.70 4 26.95

5 6B.99 5 2560

6 3.95 [ 28.60

7 4.47 7 15.60

8 4.05 8 19.65

9 13.50 9 17.63

10 3.13 10 25 60

11 27.41 11 24 BO

12 3.43 12 2158

13 4.05 13 4.69

14 14.18 14 B.41

15 4.84 15 20.10

16 96.46 16 10.25

17 4.69 17 22.62

18 2.50 18 1536

19 35.06 19 8.28

20 2791 20 1236

21 18.27 21 15.21

22 17.50 22 19.45

23 46.04 23 8.56

24 23.50 24 21.68

25 15.90 25 35.20

26 22 65 26 2154

27 31.26 27 12.50

28 16.82 28 1584

29 61.25 29 21.58

30 26.58 30 20.32

3 31.26 5 | 8.56

32 16.82 32 21.68

33 61.25 33 35.20
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TABLA 4

Heat map donde se ve el nivel de expresiéon de cada miRNA.

Fold Change
miR-96 0.59
miR-10b-5p 0.26
miR-15b-5p 4.5

Hﬁi:udn of im expression

min avg max

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 4. Se muestra el foldchange de los miRNAs
con subexpresion miR-96 0.59 Foldchange y miR-10b-5p
0.26 foldchange, con sobreexpresion miR-15b-5p 4.50
foldchange.

Comparacién de los niveles de expresion de cada
uno de los miRNAs (sobre y sub expresados). (Figuras 1, 2

y 3).
FIGURA 1

Nivel de expresion de miR-96
1373

0.825
03346
0,35

0.275

miR-9f Ganns miR-3f Canrer

Figura 1. Nivel de expresion de miR-96. Donde se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes con cancer de vejiga vs pacientes sanos. Fold
Change 0.59.

Figura 2. Nivel de expresion de miR10b5p. Donde
se encuentran diferencias estadisticamente significativas
entre su perfil de expresién. Fold Change 0.26.

FIGURA 2

Nivel de expresién de miR-10h-5p

1373
11

0.825

- -
0.

mik-10h-560 Sanns miR-1nh-560 Canrer

FIGURA 3
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Nivel de expresidn de miR-15b-5p

373
23

125

0. -

miR-15h-Gn Ganns miR-15h-50 Canrer

Figura 3. Nivel de expresion de miR15b5p. Donde
se encuentran diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes con cancer de vejiga vs pacientes sanos.
Fold Change 4.5

DISCUSION

Yamada y cols. En 2011 encontraron disminucion
significativa por etapas en la expresion de miR-96 y miR-
183 con el avance del grado tumoral (miR-96, P=0.0057; y
miR-183, P=0.0036) y el estadio patologico (miR-96,
P=0.0332; y miR183, P=0.0117). Concluyendo que miR-96
y miR-183 en orina son marcadores tumorales prometedores
para cancer de urotelio. En particular, miR-96 puede ser un
buen marcador de diagnéstico en combinacidn con citologia
urinaria.’® Lo que concuerda con nuestro estudio en el que
logramos aislar y detectar miR-96 en muestras de suero de
pacientes con cancer de vejiga, encontrdndolo con
subexpresion, comparado con pacientes sanos.

En 2016 Motawi y cols. Midieron la expresion de
tres miRNA diana (miR-92a, miR-100 y miR-143)
utilizando el método cuantitativo de PCR en tiempo real. Los
niveles plasmaticos de miR-92a, miR-100 y miR-143 fueron
significativamente mas bajos en pacientes con cancer de
vejiga que en el grupo control.*® En nuestro estudio no se
amplifico ninguno de los miRNAs publicados en el articulo
mencionado.

En 2017 Tolle. A. et. al Hicieron un estudio de
revision presentando una evaluacion critica de los datos de
estudios previamente publicados de miRNAs en sangre,
orinay exosomas como biomarcadores de cancer de vejiga.?
En 2019 Tolle et. al. Identificd la seleccion de tres miRNA
elevados (miR15b5p, miR5905p, miR29b3p) y dos miRNA
disminuidos (miR10b5p, miR1445p) como candidatos
potenciales para miRNA para mayor validacién en cancer
vesical. Finalmente se confirmé que miR15b5p y miR5905p
discriminaban entre casos y controles de cancer; sin
embargo, para el monitoreo de cancer vesical, ambos
miRNAs no fueron adecuados ya que no se observd una
disminucién en los niveles de miRNA en algunos pacientes
después de la extirpacion del tumor. Sus resultados
sugirieron que los miR15b5p y miR5905p circulantes tienen
un potencial diagndstico Util para tumores vesicales, pero

son bastante inadecuados como marcadores de monitoreo de
la enfermedad.?> En nuestro estudio se encontré que
miR15b5p estaba sobre expresado en los pacientes que
presentaban cancer de vejiga, y el miR-10b-5p se encontro
sub expresado, lo cual estd en relacion con el estudio
publicado por Tolle et. al, el resto de los MiRNAs
encontrados en este estudio, no fueron encontrados en el
nuestro.

De manera similar a otros tipos de cancer, el
principal reto en cancer de vejiga es identificar nuevos y
confiables biomarcadores especificos para diagndstico
temprano, prondstico y respuesta al tratamiento. La RTUV,
generalmente se usa para establecer el diagnostico y el
pronostico, sin embargo, es un método que es invasivo y en
muchos casos tardio. Los nuevos biomarcadores brindaran
nuevas herramientas para poder lograr una deteccion precoz,
prondstico y valoracion de respuesta al tratamiento. Este
estudio abre la puerta para identificar potenciales
biomarcadores candidatos para ser utilizados en el
diagnostico temprano, prondstico y potencial respuesta al
tratamiento, tanto en sangre como en orina. Estos resultados
requieren una confirmacion adicional por estudios
prospectivos mas amplios y clinicamente controlados.
Existen desafios que se deben investigar antes del uso de
miRNAs como biomarcadores de céancer vesical en la
practica. Los resultados contradictorios entre los estudios
pueden ser causados principalmente por las diferencias que
existen en la metodologia utilizada para analizar miRNAs o
también por los métodos que son usados para la obtencion
del RNA. Debe de haber una optimizacion y estandarizacion
de la metodologia y los estudios futuros tendran que
confirmar las directrices a seguir. Se encuentran algunos
miRNAs altamente expresados y desregulados en tejidos
cancerosos sin embargo también pueden ser detectados en
fluidos corporales como se realiz6 en este estudio. Existen
miRNAs que han mostrado un potencial para servir como
herramienta no invasiva para diagndstico de cancer vesical y
prediccion de la recurrencia y agresividad de la enfermedad.

CONCLUSION

La deteccion y cuantificacion de miRNAs en plasma
es potencialmente Gtil como biomarcadores de céancer
vesical para ser utilizados como marcador de diagnéstico y
seguimiento.
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