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RESUMEN

El melanoma es uno de los tipos de cancer de piel mas agresivos y su incidencia ha aumentado
en los ultimos anos en todo el mundo. Entre los factores que contribuyen a la letalidad y
gravedad de esta enfermedad se encuentran la aparicion tardia de los primeros sintomas, la
falta de tratamientos eficaces, la elevada tendencia a la metastasis y también los problemas de
deteccion. Desgraciadamente, el diagndstico del melanoma sigue siendo problematico en la
actualidad debido a la falta de biomarcadores eficientes, que permitan la deteccidon tempranay
precisa de esta enfermedad. Es por ello por lo que la hipdtesis general de este trabajo considera
que un enfoque computacional integrador de todos los estudios publicados en melanoma con
marcadores de miRNAs puede generar nuevas estrategias y recursos para su deteccion vy

tratamiento.

Paraello, se llevd a cabo una revision sistemdtica y seleccién de estudios de melanoma con datos
de microarrays o secuenciacion masiva de miRNAS en los repositorios Gene Expression Omnibus
(GEOQ), ArrayExpress, un andlisis individual de cada estudio seleccionado y un analisis de
expresion diferencial de cada uno de ellos. Por ultimo, se realizé un metaanalisis de miRNAS. Los
resultados revelaron un total de 84 miRNAS expresados diferencialmente entre tejido de

melanoma y nevus.

En definitiva, este trabajo ha identificado diferencias de expresion de miRNAs en un escenario
de diagndstico de la enfermedad, abriendo la puerta a nuevas investigaciones que permitan
realizar una caracterizacion funcional de los miRNAs significativos hallados, permitiendo una
nueva perspectiva necesaria en medicina personalizada y precisidon en estudios biomédicos en

el campo de la investigacion de melanoma.
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1. Introduccion

1.1. ¢éQué es el melanoma?

El melanoma es el tipo de neoplasia cutdnea mds letal y se origina en la proliferacién
incontrolada de melanocitos (Linos et al., 2009), siendo su letalidad una de las mas elevadas

entre las neoplasias cutaneas (Noone et al., 2018).

Entre los distintos factores que contribuyen a la letalidad y gravedad de esta enfermedad se
encuentran la aparicién tardia de los primeros sintomas, la falta de tratamientos eficaces, la
elevada tendencia a la metdstasis y también los problemas de deteccién, lo que evidencia la

necesidad de investigacion en este campo.

El principal tipo de melanoma es el de extensidn superficial (cutaneo), constituyendo el 90% de
los casos de melanoma (Ali et al., 2013). Sin embargo, el melanoma de extensidon nodular, el
lentigo maligno y el lentiginoso acral también son considerados como los tipos de melanoma

mas frecuentes (Liu y Sheikh, 2014).

1.2. Principales factores de riesgo

Se han identificado varios factores de riesgo que dan predisposicién a padecer la enfermedad.
Dichos factores podemos clasificarlos como ambientales o genéticos, pero también es relevante

la interaccién del genotipo con el ambiente al que es expuesto (Conforti et al., 2021).

La pigmentacion de la piel supone un factor clave en la susceptibilidad de la piel para el
desarrollo de melanoma. Ademas, el factor de riesgo mas comun es la piel clara con tendencia
a las quemaduras solares. De hecho, la incidencia del melanoma estd aumentando en las
poblaciones de piel clara, especialmente cuando los individuos se someten a una exposicion
solar, puesto que una baja pigmentacién en la piel se traduce en una mayor sensibilidad a la luz

ultravioleta y un mayor riesgo de padecer melanoma (Ali et al., 2013; Conforti et al., 2021).

En cuanto a los factores genéticos, también resulta clave los antecedentes familiares del
individuo mientras que mientras que uno de los factores genéticos mas estudiados son las
variantes del gen receptor de melanocortina-1 (MCR), receptor de la superficie celular de los
melanocitos que induce la produccidn de pigmento (Conforti et al., 2021; Soura et al., 2016). Por
otro lado, los individuos pelirrojos o que presentan un elevado nimero de nevus melanociticos
adquiridos, congénitos, multiples y/o atipicos tienen un mayor riesgo de padecer la enfermedad,

siendo este fenotipo otro factor determinado genéticamente (Liu y Sheikh, 2014).



En referencia a la edad, la incidencia de melanoma ha aumentado en todos los grupos etarios,
siendo el incremento mas acusado en aquellos mayores de 60 afios (Bulliard et al., 1994). Por
otro lado, se ha asociado la aparicion de melanoma con una mayor exposicion solar en la infancia
y adolescencia, especialmente en aquellos individuos que han pasado por recursivas
experiencias de quemaduras solares (Craig et al., 2018; Holman y Armstrong, 1984; White et al.,

1994).

Por ultimo, también se ha asociado un mayor riesgo de melanoma con pacientes
inmunodeprimidos trasplantados, especialmente en aquellos que ya han pasado por la

enfermedad (Conforti et al., 2021; Green y Olsen, 2015; Whiteman et al., 2003).

1.3. Aspectos moleculares del melanoma

En el inicio y el desarrollo de la enfermedad intervienen numerosos cambios moleculares como
mutaciones en los genes BRAF y NRAS, hiperactivacion de la via PI3K/AKT, inactivacion de p53 o

alteraciones en el eje CDK4/CDKN2A (Liu y Sheikh, 2014).

Por otro lado, Howell et al., (2010) demostraron la relevancia de los microRNAs o miRNAs en el
proceso patoldgico del melanoma. Dichos miRNAs tienen una longitud de 22nt y pueden adquirir
una gran relevancia como mediadores de la regulacién de la expresién génica. Estos se unirian
a secuencias complementarias en la region 3'UTR de los ARNm, provocando la consecuente
degradacion y supresién de la traduccién del transcrito objetivo (Ghafouri-Fard et al., 2021;

O’Brien et al., 2018).

No obstante, los miRNAs también han sido relacionados con los efectos terapéuticos de agentes
anticancerigenos, por ejemplo, se ha visto que ciertas isoflavonas como la genisteina, pueden
suprimir la proliferacion de células de melanoma mediante la modulacién de la expresion de
miR-27a y su gen diana ZBTB10 (Sun et al., 2009). Por otro lado, los miRNAs miR-488-3p, miR-
195 y miR-211, participan en la regulacién de la respuesta al cisplatino, empleado en
quimioterapia (Cirilo et al., 2017; Ghafouri-Fard et al., 2021; Li et al., 2017, 2019). Sin embargo,
la aplicacién terapéutica de miRNAs viene limitada por la especificidad de la diana (S. Liu et al.,

2012).

1.4. Deteccion y tratamientos

Cuando el cancer se diagnostica en fases tempranas, la extraccion quirdrgica del tumor es la
opcion adecuada para mejorar la supervivencia de los pacientes, sin embargo, el potencial
metastdsico del melanoma compromete la eficacia de la cirugia para solucionar el problema en

las fases mds avanzadas de la enfermedad (Erdei y Torres, 2010).



Ademas, aunque la tasa de mortalidad del melanoma primario es del 11%, los prondsticos no
son optimistas si se trata de melanoma metastasico debido a la ineficacia de los tratamientos
convencionales (Liu y Sheikh, 2014; Safa et al., 2020). Para este tipo de pacientes, los
tratamientos de inmunoterapia como, por ejemplo, aquellos que incluyen la administracion de
anti-PD1 solo o combinado con CTLA4 (proteina 4 asociada con linfocitos T citotdxicos), han

aumentado la supervivencia de estos (Gellrich et al., 2020).

Desgraciadamente, el diagndstico del melanoma sigue siendo problematico en la actualidad
debido a la falta de biomarcadores eficientes que permitan la detecciéon temprana y precisa de
esta enfermedad, asi como la prediccidon de la evolucidon de esta en un paciente una vez

detectada.

2. Hipadtesis y objetivos

La hipétesis general de este trabajo considera que un enfoque computacional integrador de
todos los estudios publicados en melanoma con marcadores de miRNAs, puede contribuir a
mejorar la comprensiéon de los mecanismos moleculares en el melanoma, los procesos de
regulacion que se producen y generar nuevas estrategias y recursos para su deteccidén temprana

y tratamiento.

Por ello, el objetivo general de este trabajo es la deteccién de los diferentes mecanismos
moleculares diferenciales que hay detrads del melanoma, como la expresion diferencial de
miRNAs. En ocasiones, sabemos que existen estas diferencias mediante indicadores clinicos y
epidemioldgicos, pero no sabemos con exactitud a qué se deben. Esta informacidn permitiria
ser mas precisos en el diagndstico y en la seleccién de los tratamientos para cada grupo de

pacientes.
Este objetivo se alcanzard mediante el cumplimiento de los siguientes objetivos especificos:

1. Revisidn sistematica y seleccidon de estudios de melanoma con datos de microarrays de
miRNAs en los repositorios Gene Expression Omnibus (GEO) y ArrayExpress.

2. Andlisis individual de cada estudio seleccionado, incluyendo un anadlisis de expresion
diferencial.

3. Metaanalisis de miRNAs de los resultados que permitira la deteccién de biomarcadores

especificos.



3. Material y Métodos

3.1. Estrategia computacional

Para abordar los diferentes objetivos planteados se realizd una revisién sistematica en las
diferentes bases de datos y, particularmente, en GEO y ArrayExpress. A continuacion, se realizo
una seleccidn de estudios y se descargaron los datos de aquellos que finalmente resultaron
seleccionados. Seguidamente, se realizé un analisis exploratorio de cada uno de los estudios y
se dio paso a la normalizacién de datos. Ademds, se analizaron las muestras de los estudios y se
plantearon diferentes grupos de contraste. Finalmente, se realizd6 un estudio de expresion

diferencial para cada uno de ellos y un metaanalisis para el escenario de diagndstico planteado.

Revisién seleccidn Descarga 4 Anialsis
sistematica de datos exploratorio
¥ Microarrays

v Massi .
Lt & e & Ak
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miRNAs

~ Andlisis Grupos de Metaanalysis por
g Individual contraste | grupos

p 2 Q252 208 2 A
= HeE 2 )
[l r’\ )

Figura 1. Esquema de las fases de estrategia computacional planteada.

3.2. Revisidn sistematica y seleccion de estudios

La revision sistematica es el proceso mediante el cual se coteja la evidencia empirica de que una
metodologia cumple determinados criterios de elegibilidad para hacer frente a preguntas
concretas. Su metodologia consiste en el establecimiento de objetivos claros, una busqueda
sistematica de estudios que cumplan con los criterios de elegibilidad establecidos, la evaluacidn

de su validez y la sintesis de los resultados obtenidos (Liberati et al., 2009).

En nuestro caso, la revision sistematica consistid en la realizacidon de una busqueda exhaustiva
de estudios con datos de microarrays de miRNAs en los repositorios de Gene Expression
Omnibus (GEO) y ArrayExpress. Las palabras empleadas en los respectivos filtros de bldsqueda
fueron: melanoma, micrornas, microrna, Homo sapiens y expression profiling by array. Ademas,

también se realizo un filtrado por un nimero de muestras mayor a 12.

En los estudios obtenidos tras la busqueda, se llevd a cabo un filtrado atendiendo a los siguientes

criterios:



Enfocados en melanoma.
Estudios de andlisis de miRNAs.
Muestras de tejido de Homo sapiens (exclusién de lineas celulares).

Numero de muestras minimo (Nminimo=12).

LA A

Muestras sin tratamiento.

Ademas, se excluyeron aquellos estudios en los que el nimero de muestras era inferior a 12,
aquellos que no estaban centrados exclusivamente en melanoma, los que se centraban en
melanoma uveal y los que contenian lineas celulares o muestras que habian recibido algun tipo

de tratamiento.

El andlisis y presentacidn de resultados se realizaron de acuerdo con la guia PRISMA (Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Page et al., 2021).

3.3. Procesado de datos

Una vez se tuvieron los estudios seleccionados, se descargaron los datos normalizados de cada
uno de ellos. A continuacidn, se analizaron los estudios de forma individual para después poder
combinar los resultados. Ademas, durante el analisis individual se realizé un filtrado de los
miRNAs exclusivos de Homo sapiens y se eliminaron las sondas utilizadas como controles en el

analisis de origen.

Tras el analisis exploratorio individual, se normalizaron los datos de aquellos estudios que no lo
estaban y se eliminaron las muestras que presentaban un comportamiento anémalo. De esta
forma, se partia de todos los estudios seleccionados con datos normalizados y se evitaba

introducir nuevos sesgos y, por tanto, mayor variabilidad en los andlisis posteriores.

Todo el procesado de datos se realizd con el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2021)
desde la interfaz grafica de RStudio. Los paquetes empleados para la descarga, procesado y
analisis de los datos fueron los siguientes: limma (Ritchie et al., 2015); ggplot2 (Wickham, 2009);
dplyr (Wickham, 2021a); Biobase (Huber et al., 2015); factoextra (Kassambara y Mundt, 2020);
impute (Hastie y Tibshirani, 2021) y stringr (Wickham, 2021b).

3.4. Seleccion de los grupos de contraste

En vista al tipo de muestras que componian los diferentes estudios, se seleccionaron los distintos

grupos de contraste para el escenario de diagndstico planteado.



Tabla 1. Grupos de contraste para cada escenario.

Escenario Grupo control Grupo caso Estudio

E-GEOD-18509

Pacientes con nevus Pacientes con melanoma (metastasico y/o E-GEOD-34460

Diagndstico . . .
benigno primario)

E-MTAB-915

Por otro lado, debido a la naturaleza diversa de los estudios, habia una gran variabilidad tanto
en la metodologia como en la nomenclatura empleada en cada uno de ellos. Por ello, también
se realizd una normalizacion de la nomenclatura de los datos clinicos con el fin de facilitar la

integracién de los datos en el posterior metaanalisis.
Tabla 2. Normalizacion de la nomenclatura para cada escenario.

Tipo de contraste ‘ Grupo control Grupo de comparacion

Diagndstico ‘ “Nevus” “Melanoma”

3.5. Analisis exploratorio individual de los estudios y expresion diferencial

Antes de la realizacion de cualquier tipo de analisis resulta crucial realizar un examen
exploratorio individual de cada uno de los estudios seleccionados, con el fin de tener en cuenta
la metodologia empleada en cada uno de ellos y facilitar la correcta interpretacion de los
resultados. Con ello, también se pretende generar y estandarizar los distintos resultados para
poder combinarlos posteriormente en el metaandlisis. Ademas, el analisis exploratorio también
permitid observar si las diferentes muestras seguian alguin tipo de patrdn relacionado con las

variables de interés.

De forma complementaria, también se realizé un andlisis estadistico descriptivo, que ayudod a
identificar datos y comportamientos andmalos en los datos, asi como la distribucién de los

diferentes grupos de interés.
El andlisis descriptivo consistio en:

a. Diagramas de cajas (box-plot): Se representaron los niveles de expresién de cada una de

las muestras. Ello permitié observar la presencia o ausencia de anomalias en los datos.
En el caso de encontrarlas, estas fueron corregidas.

b. Clustering de las muestras: Partiendo de los datos normalizados, se realizdé un analisis

de agrupamiento con el fin observar los posibles agrupamientos entre los datos. Este

analisis también facilité la seleccion de los diferentes grupos de contraste.



c. Andlisis por Componentes Principales (PCA): Representacion de la proyeccién de las

muestras que facilité la observacion de outliers en los datos, asi como también posibles

relaciones de agrupamiento de los datos.

Por ultimo, se realizé un andlisis de expresidn diferencial para cada uno de los estudios. Para
ello, se realizaron comparaciones entre los diferentes grupos de contraste definidos en cada
estudio. El objetivo principal de este andlisis era la identificacion de los miRNAs diferencialmente

expresados para poder establecer posibles diferencias entre el contraste planteado.
3.6. Metaanalisis

El metaandlisis es un tipo de investigacion cientifica que tiene como objetivo integrar de forma
objetiva y sistematica los resultados de estudios empiricos sobre una determinada materia,

resultando ser una herramienta util en el campo de las ciencias médicas.

La técnica del metaandlisis consiste en la revisién y agrupacién de los resultados, en este caso,
de expresion diferencial de distintos estudios sobre un mismo campo de estudio, de forma que,
al incrementarse la muestra disponible, los resultados obtenidos sean mas robustos a nivel

estadistico (Liberati et al., 2009; Normand, 1999).

Ademas, la combinacién de diferentes resultados también permite eliminar el ruido de fondo
causado por la plataforma usada, el disefio experimental o incluso otorgar de significado
estadistico a parametros que si se analizasen por separado no lo tendrian. Asimismo, se trata de
una técnica muy versatil que hace posible realizarla a diferentes niveles (transcrito, expresiéon

diferencial o funcional) (Garcia-Garcia, 2016).

Para la realizacidn del metaanalisis y el planteamiento del escenario abordado fueron

considerados los siguientes aspectos:

Disefo del estudio.

Criterios de inclusion/exclusidn de los estudios.
Variables de interés a evaluar.

Busqueda bibliografica.

Seleccion de los estudios.

Evaluacién de la calidad de los estudios.
Extraccidn de la informacion.

O NO U A WN R

Andlisis estadistico.

Ademas, para la realizacion metaanalisis se utilizé el lenguaje de programacién R (R Core Team,
2021), empleadndose el paquete metafor (Viechtbauer, 2010).



4. Resultados y discusion

4.1. Revision y seleccion de estudios

Tras la busqueda sistematica se encontraron 18 estudios procedentes de la base de datos GEO,
mientras que 37 estudios resultaron de la busqueda realizada en ArrayExpress. Del total de los
55 estudios encontrados, se eliminaron los duplicados, resultando un total de 47 estudios. A
continuacién, se analizaron cudles se podian desglosar en varios estudios y se incorporaron,
resultando un total de 52 estudios. Una vez se tenian identificados el niUmero total de estudios,
se comenzd con el proceso de filtrado. En primer lugar, se eliminaron aquellos estudios que no
estaban centrados en melanoma, aquellos cuyas muestras eran lineas celulares y aquellos cuyo

numero de muestras era insuficiente.

Tras el filtrado, se contd con un total de 19 estudios susceptibles de ser elegidos. A continuacion,
se realizd un nuevo filtrado mas exhaustivo y se volvieron a eliminar los estudios que no estaban
centrados en melanoma, aquellos cuyas muestras eran lineas celulares y aquellos cuyo nimero
de muestras era insuficiente. Ademds, debido a que el escenario planteado era de diagnéstico,
también se filtraron aquellos que no comparaban tejido de melanoma con tejido de nevus, asi
como también se descartaron aquellos estudios cuyas muestras habian recibido algun tipo de

tratamiento.
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Figura 2. Diagrama PRISMA empleado en la revision sistemdtica de estudios.

Tras el proceso de filtrado, los estudios elegidos fueron 3: E-MTAB-915, E-GEOD-18509 vy E-
GEOD-34460.

4.2. Analisis individual de estudios y expresion diferencial

a. E-MTAB-915

En este estudio seleccionado de la base de datos de ArrayExpress presentaba la siguiente

distribucion de muestras:
Tabla 3. Distribucion de muestras del estudio E-MTAB-915.

Hombres Mujeres

Nevus 9 7

Melanoma 0 3

Como podemos ver, no contamos con pacientes masculinos para el tejido de melanoma
cutaneo. Por otro lado, el diagrama de cajas no mostrd ningun tipo de comportamiento anormal
entre las muestras. En lo referente al PCA (Figura 4) y el andlisis de clustering, los graficos

sefialaron un agrupamiento entre las muestras por tipos de muestra: nevus y melanoma cutaneo



Individuals - PCA

Groups
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A News

Dim? {19.5%)

Dim1 (41.4%)

Figura 3. PCA del estudio E-MTAB-915.

Por ultimo, el analisis de expresidn diferencial 1546 miRNAs resultaron significativos, estando

un total de 648 miRNAs sobreexpresados (FC>0).
b. E-GEOD-18509.

En este estudio, perteneciente a la base de datos de GEO, se contaban con 8 muestras para el
tejido de nevus y otras 8 para el tejido de melanoma y no se contaba con la informacion del sexo

de los pacientes.

El diagrama de cajas reveld un comportamiento anormal de los datos, que tuvieron que

transformarse con el log2 para subsanarlo.
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Figura 4. Boxplot después de la normalizacion de los datos con log2.
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Por otro lado, los analisis de clustering revelaron también una agrupacion por tipo de tejido.
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Figura 5. PCA del estudio E-GEOD-18509.

Ademas, en el analisis de expresion diferencial Unicamente 22 resultaron sobreexpresados

(FC>0) de los 44 que resultaron significativos.

11



c. E-GEOD-34460

En este estudio, perteneciente a la base de datos de GEO, podemos encontrar 3 tipos de

contrastes.
i Melanoma primario vs. Nevus
La distribucidon de muestras para este contraste la encontramos en la Tabla 5.

Tabla 4. Distribucion de las muestras del estudio E-GEOD-34460 para el contraste “Melanoma

primario vs. Nevus”.

Hombres Mujeres

Melanoma | 7 2

Nevus 5 3

El diagrama de cajas revelé un comportamiento andmalo de los datos por lo que tuvieron que
normalizarse. Por otro lado, tanto el dendograma como la representacion del PCA sefialaron un

agrupamiento de las muestras segun el tipo de tejido.

Individuals - PCA

Nevus

Dmz (22.9%)
>

Dim1 (25.7%)

Figura 6. PCA del estudio E-GEOD-34460, contraste “Melanoma” vs. “nevus”, correspondiente

al melanoma primario vs. nevus.

Por ultimo, el andlisis de expresién diferencial revelé que de los 15 miRNAs significativos,

Unicamente 6 estaban sobreexpresados (FC>0).

ii. Melanoma metastdsico vs. Nevus

La distribucion de muestras para este contraste la encontramos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Distribucion de las muestras del estudio E-GEOD-34460 para el contraste “Melanoma

metastdsico vs. Nevus.

Hombres Mujeres

Melanoma 2 2

Nevus 5 3

El diagrama de cajas también reveld un comportamiento anémalo de los datos y tuvieron que

normalizarse. Por otro lado, tanto el dendograma como la representacion del PCA sefialaron un

agrupamiento de las muestras por tipo de tejido.

Individuals - PCA

Groups
R e e R Metanoria

A rews

Dim2 (14.3%)

Dim1 (38.2%)

Figura 6. PCA del estudio E-GEOD-34460, contraste “Melanoma” vs. “Nevus”, correspondiente

al melanoma metastdsico vs. nevus.

Por ultimo, el andlisis de expresién diferencial reveld solamente 18 miRNAs sobreexpresados

(FC>0) de los 35 que resultaron significativos.

4.3. Metaanalisis de miRNAs

El metaanalisis se realizé bajo el objetivo de identificar miRNAs significativos como marcadores

de diagndstico de la enfermedad. Los grupos de comparacion incluidos en este escenario fueron

los descritos en la Tabla 6:
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Tabla 6. Estudios incluidos en el escenario de diagndstico.

Estudio

Grupo que se comparan

Contraste

E-GEOD-18509

E-GEOD-34460

E-MTAB-915

Melanoma metastdsico vs. Nevus benigno

Melanoma primario vs. Nevus melanocitico

Melanoma metastasico vs. Nevus

Melanoma cutaneo vs. Nevus melanocitico

Melanoma vs.
Nevus

En la Tabla 7 se describen los 84 miRNAs que resultaron significativos tras el metaanalisis para

el abordaje de diagndstico.

Tabla 7. miRNAs significativos del metaandlisis de diagndstico.

miRNA logFC pvalue p'ajj:;“ p.?:\j{t;st miRNA logFC pvalue p'?fjjrl;St p'?:il;s':
hsa-let-7a -1.062 0 0 0 | hsa-miR-720 1.327 0 0 0
hsa-let-7¢ -0.768 0 0 0.001 | hsa-miR-891b -0.938 0 0 0.003
hsa-let-7f -0.553 0 0 0 | hsa-miR-93 0.844 0 0 0.001
hsa-miR-100 -1.518 0 0 0 | hsa-miR-101 -1.378 0 0.001 0.005
hsa-miR-125b -1.502 0 0 0 | hsa-miR-103a 0.397 0 0.001 0.011
hsa-miR-1260 1.073 0 0 0 | hsa-miR-106b 1.127 0 0.001 0.007
hsa-miR-1274b_v16.0  1.603 0 0 0.004 | hsa-miR-1274a_v16.0  2.352 0 0.001 0.004
hsa-miR-1280 1.05 0 0 0.003 | hsa-miR-142-5p 1.364 0 0.001 0.009
hsa-miR-130b 1.336 0 0 0 | hsa-miR-378 -0.862 0 0.001 0.005
hsa-miR-141 -2.913 0 0 0 | hsa-miR-155 2.661 0 0.002 0.016
hsa-miR-142-3p 1.842 0 0 0 | hsa-miR-3141 2.436 0 0.002 0.017
hsa-miR-149 -3.554 0 0 0.001 | hsa-miR-3195 1.026 0 0.002 0.015
hsa-miR-18a 1.842 0 0 0 | hsa-miR-378* -3.429 0 0.002 0.012
hsa-miR-193b -1.399 0 0 0.003 | hsa-miR-4281 1.7 0 0.002 0.014
hsa-miR-1973 3.431 0 0 0 | hsa-miR-508-5p -3.052 0 0.002 0.016
hsa-miR-200b -3.025 0 0 0 | hsa-miR-30c -0.468 0 0.003 0.023
hsa-miR-200c -4.587 0 0 0 | hsa-miR-3610 1.288 0 0.005 0.036
hsa-miR-203 -4.07 0 0 0 | hsa-miR-196a 0.67 0 0.007 0.053
hsa-miR-204 -4.126 0 0 0 | hsa-miR-146b-5p 1.466 0 0.008 0.058
hsa-miR-205 -5.129 0 0 0 | hsa-miR-195 -0.911 0.001 0.01 0.08
hsa-miR-21 2.364 0 0 0 | hsa-miR-296-5p 0.813 0.001 0.01 0.08
hsa-miR-21* 6.761 0 0 0 | hsa-miR-126 0.664 0.001 0.013 0.099
hsa-miR-22 1.163 0 0 0 | hsa-miR-3137 1.066 0.001 0.016 0.124
hsa-miR-224* -3.624 0 0 0 | hsa-miR-99a -1.138 0.001 0.017 0.127
hsa-miR-23a -0.734 0 0 0 | hsa-miR-671-5p 2.997 0.001 0.02 0.157
hsa-miR-23b -2.122 0 0 0 | hsa-miR-197 -0.389 0.001 0.021 0.165
hsa-miR-23b* -3.477 0 0 0 | hsa-miR-513a-5p -1.452 0.001 0.022 0.166
hsa-miR-24-1* -3.765 0 0 0 | hsa-miR-200b* -0.807 0.002 0.028 0.213
hsa-miR-26a -1.071 0 0 0 | hsa-miR-873 -1.78 0.002 0.028 0.213
hsa-miR-26b -0.849 0 0 0 | hsa-miR-3138 1.53 0.002 0.031 0.235
hsa-miR-27b -1.497 0 0 0 | hsa-miR-4286 2.093 0.002 0.031 0.235
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miRNA logfFC pvalue p.at;jrl;st p'?:\j{l;St miRNA logfC pvalue p'?f(:‘jrl;St p'?:il;“
hsa-miR-29c* -2.907 0 0 0.003 | hsa-miR-3663-3p 1.007 0.002 0.032 0.244
hsa-miR-301a 3.927 0 0 0.003 | hsa-miR-107 0.508 0.002 0.033 0.25
hsa-miR-3648 3.345 0 0 0 | hsa-miR-29b 0.79 0.002 0.033 0.25
hsa-miR-365 -0.645 0 0 0.003 | hsa-miR-1183 1.477 0.002 0.034 0.264
hsa-miR-3665 0.843 0 0 0.003 | hsa-miR-221* -2.3 0.002 0.034 0.259
hsa-miR-3911 2.12 0 0 0.003 | hsa-let-7d -0.493 0.002 0.036 0.275
hsa-miR-4284 0.597 0 0 0 | hsa-miR-132 1.579 0.002 0.036 0.275
hsa-miR-455-3p -1.984 0 0 0 | hsa-miR-3198 1.037 0.002 0.036 0.28
hsa-miR-483-5p 2.776 0 0 0 | hsa-miR-940 0.52 0.003 0.04 0.306
hsa-miR-574-3p -2.295 0 0 0 | hsa-miR-185 0.851 0.003 0.045 0.343
hsa-miR-664 -4.127 0 0 0 | hsa-miR-363 2.797 0.003 0.049 0.376

*Tabla 11 (continuacion).

5. Discusion

El melanoma, es el Unico tumor en el que una lesidn de poco mas de 1 milimetro puede prestar
alto riesgo de metastasis. Estudios de la enfermedad han identificado algunos rasgos fenotipicos
como factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad como es la piel clara, presentar un
alto nimero de nevi, ser paciente trasplantado o propenso a las quemaduras solares (CNIO,

2022).

Sin embargo, a nivel molecular, aunque se han identificado diversas alteraciones genéticas y
epigenéticas, asi como también procesos de evasidon inmunoldgica, no se ha aprobado ningun
marcador molecular como indicador de pronéstico de la enfermedad (CNIO, 2022). Es por ello
por lo que, unido con la evidente necesidad de una deteccidn temprana de la enfermedad, el
objetivo principal de este trabajo es objetivo general de este trabajo es la deteccion y
comprension de los diferentes mecanismos moleculares diferenciales que hay detras del

melanoma.

Para ello se realiz6 una revision sistemdtica de estudios de acuerdo con la guia PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Page et al., 2021).
Ademas, la revisidn sistematica tiene por objeto recopilar pruebas que se ajusten a criterios de
elegibilidad previamente especificados para responder a una pregunta de investigacion
especifica, en este caso, nuestro objetivo. Con este método se logra, ademas, minimizar el sesgo
mediante el uso de métodos explicitos y sistematicos documentados de antemano con un
protocolo (Higgins y Thomas, 2021). Tras la revision sistematica también se realizé un andlisis
exploratorio de los datos que permitié identificar la naturaleza de las muestras y las
particularidades metodoldgicas de cada uno de los estudios. El método empleado para la

integracidn de los datos de los estudios incluidos en cada uno de los escenarios planteados fue
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el metaandlisis. Este método ampliamente utilizado, permitié aumentar el poder estadistico
dado que se incrementd en niumero de muestras y, en consecuencia, también se mejord la
precision en la identificacidn (Higgins y Thomas, 2021; Normand, 1999), lograndose los objetivos

planteados en el trabajo.

Por otro lado, cabe citar que en el desarrollo de la enfermedad algunos estudios han establecido
diferencias entre sexos, las cuales estarian debidas mds a diferencias bioldgicas que
conductuales como, por ejemplo, el papel que juegan las hormonas esteroideas sexuales en la
inmunomodulacién (Schwartz et al.,, 2019). Sin embargo, las mujeres siguen estando
infrarrepresentadas en la investigacién biomédica y, a pesar de que estas diferencias son claves
para la identificacion de biomarcadores, en el mejor de los casos, solo se incorpora la variable
del sexo como un dato mas del paciente y no con el fin de establecer como objetivo hallar
diferencias entre hombres y mujeres ((Kim et al., 2010). Es por ello, que en nuestra seleccion de
estudios apenas hemos encontrado trabajos que incorporasen esta variable en sus datos, por lo
qgue, a la hora de clasificar las muestras en el analisis exploratorio, no hemos podido

considerarla.

No obstante, debido a la diversidad en la naturaleza de tejidos encontrada entre los estudios
gue finalmente resultaron candidatos a ser seleccionados, se decidié descartar aquellos que no
comparaban melanoma con nevus puesto que el objetivo del estudio encontrar las diferencias
de expresion de miRNAs entre un tejido sano y otro con melanoma, estableciendo futuros

identificadores de un diagndstico temprano de la enfermedad.

Para ello, el método de comparacién en el analisis de expresidn diferencial y metaanalisis fue el
de “Caso” - “Control”. En este escenario, el grupo correspondiente al tejido de melanoma se
asignd como el grupo “Caso”, mientras que el grupo correspondiente al tejido de nevus se tratd
como el grupo “Control”. Tras el andlisis exploratorio individual, se incluyé en el metaanalisis la
expresion diferencial individual de los estudios correspondientes y se tuvo un total de 84

miRNAs significativos.

El resultado de este estudio abre la puerta a la realizacidn de un enriquecimiento funcional en
el que podamos caracterizar mejor cada uno de los miRNAs resultantes, pudiendo mejorar el

diagndstico temprano de este tipo de cancer de piel.
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6. Conclusiones

En este trabajo se ha demostrado que el metaandlisis puede ser una herramienta robusta para
la evaluacion e integracion de datos procedentes de distintos estudios de un mismo campo, en

nuestro caso, de una revision sistematica de estudios de miRNAs de melanoma.

Ademas, la estrategia planteada en este trabajo permitié detectar la expresion diferencial de
miRNAs en un escenario de deteccion de la enfermedad. No obstante, este estudio también
pone de manifiesto la necesidad concienciar a la comunidad cientifica de la importancia de
incorporar la variable de sexo en los estudios biomédicos de melanoma, asi como también la

estandarizacioén del registro de datos en ensayos clinicos.

Conjuntamente, este estudio abre la puerta a nuevas investigaciones que permitan realizar una
caracterizacion funcional de los miRNAs significativos hallados, permitiendo una nueva
perspectiva necesaria en medicina personalizada y precisién en estudios biomédicos en el

campo de la investigacién de melanoma.
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