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Resumen

La hipertension arterial es una patologia que consiste en el aumento de la presion
sanguinea arterial. La hipertension arterial primaria es la que surge sin causa especifica
identificable. Este tipo de hipertension se estima que afecta al 40% de la poblacion adulta
mundial. En Chile se estima que alrededor del 27.6% de la poblacion sufre de hipertension
arterial y alrededor del 27.53% de la poblacién afectada fallece por trastornos derivados de esta
condicion. En el altimo tiempo, muchos estudios se han centrado en investigar el rol de los
INcRNAs en el mecanismo de Competing endogenous RNAs (ceRNAs) en enfermedades
humanas. Este mecanismo es una forma novedosa de regular la expresion genética a traves de
la captura de microRNAs (miRNAS) por parte de los ARN largos no codificantes (INCRNAS).
Bajo este concepto se plantea la hipétesis del presente trabajo en la cual se estudia la expresion
de genes de respuesta para la hipertension arterial primaria y sus posibles interacciones en el
mecanismo de ceRNAs. Utilizando herramientas de bioinformatica en las bases de datos de
GEO y SRA, mineria de datos y meta-analisis. identificamos la putativa participacién de 2
InNcRNAs (LINC01128 y SNHG5) como capturadores del miRNA hsa-miR-92a-3p regulando
la expresion de los genes ACSL4, LMBRI1L, CCN2, APLP2, ANXA1, HIPK3 y SURF4.

identificando el mecanismo de ceRNAs en la condicion de hipertensién arterial primaria.

scripts disponibles en https://github.com/negroenvidioso/Script_data_analisis



Abstract

Hypertension is a pathology that consists of an increase in arterial blood pressure.
Primary arterial hypertension is that which arises without a specific identifiable cause. This
type of hypertension is estimated to affect 40% of the world's adult population. In Chile it is
estimated that around 27.6% of the population suffers from arterial hypertension and around
27.53% of the affected population dies from disorders derived from this condition. In recent
times, many studies have focused on investigating the role of INcRNAs in the mechanism of
endogenous Competing RNAs (ceRNAS) in human diseases. This mechanism is a novel form
of regular gene expression through the capture of microRNAs (miRNASs) by long non-coding
RNAs (IncRNAs). Under this concept, the hypothesis of the present work is proposed in which
the expression of response genes for primary arterial hypertension and their possible
interactions in the mechanism of ceRNAs is studied. Using bioinformatics tools in GEO and
SRA databases, data mining and meta-analysis. We identified the putative participation of 2
InNcRNAs (LINC01128 and SNHG5) as capturers of the hsa-miR-92a-3p miRNA, regulating
the expression of the ACSL4, LMBR1L, CCN2, APLP2, ANXAL, HIPK3 and SURF4 genes.
identifying the mechanism of ceRNAs in the condition of primary arterial hypertension.

scripts available at https://github.com/negroenvidioso/Script_data_analisis



1. Introduccion
1.1. La hipertension
Hipertension arterial es una patologia en la que la presion arterial es consistentemente

elevada en las arterias (Cheng & Joe, 2015). La presion sanguinea es la fuerza que ejerce la
sangre circulante contra las paredes de las arterias cuando el corazon bombea sangre a todo el
cuerpo (Kearney et al., 2005). La hipertension puede ser considerada una enfermedad
silenciosa, debido a que no posee signos de advertencia o sintomas. Ademas, es clasificada
como un factor de riesgo importante para diferentes enfermedades cardiovasculares, como
miocardiopatias (Lip, 2000), enfermedades de las arterias coronarias (Mclnnes, 1995) y
enfermedades vasculares periféricas (Murakami, 2015). En Chile, de acuerdo con la estadistica
nacional de salud reportada el afio 2017, la prevalencia de hipertension arterial en la poblacion
es de un 27.6% (MINSAL, 2017).

La hipertension arterial se puede clasificar como primaria (esencial) o secundaria. La
hipertension arterial primaria no esta asociada con ninguna causa médica anterior, y representa
alrededor del 95% de los casos. Los casos restantes, alrededor del 5%, se clasifican en
hipertensién arterial secundaria, que afectan personas que tienen una causa médica
identificable preexistente, como por ejemplo la presencia de enfermedades renales, diabetes o
obesidad (Centers for Disease Control and Prevention, 2012). EI manejo clinico de este tipo de
hipertension esta limitado por el desconocimiento de los principales factores asociados al
desarrollo de la condicion. Por otro lado, la hipertension arterial primaria es heredable (Doris,
2002). Estudios de gemelos muestran que un 30 a 50% de la variacién fenotipica de la presion

arterial es atribuible a la variabilidad genética (Butler, 2010).

1.2. Transcriptomica de la hipertension arterial primaria

Diferentes proyectos de investigacion han utilizado el perfil de expresion génica para
estudiar la hipertension arterial primaria. Un estudio realizado por Marques y colaboradores,
en tejido renal de pacientes con hipertension arterial primaria y controles normotensos, destaco
14 genes que se expresan diferencialmente en la médula renal. Experimentos adicionales
proporcionaron informacion de los mecanismos funcionales para los genes REN, que codifica
para renina; y CD36, que codifica para CD36 (Marques et al., 2011). Un estudio realizado por
Korkor y colaboradores en células de sangre periférica, encontr6 genes expresados
diferencialmente en la actividad del receptor de clase I, del complejo de histocompatibilidad
principal y a la respuesta inmune (Korkor et al., 2011). Stoynev y colaboradores estudiaron los



perfiles de expresion génica en sangre periférica entre pacientes con hipertension, pacientes
con diabetes tipo 2 y controles, y descubrieron que el gen PDGFRB, que codifica para el factor
de crecimiento beta derivado de plaquetas, esencial para el desarrollo vascular, esta sobre-
regulado en la condicidn de hipertension arterial y diabetes. Ademaés, hubo una serie de otros
genes que codifican moléculas de adhesion y factores de crecimiento que se presentaron como
diferencialmente expresados (Stoynev et al., 2014). Por otra parte, el gen HMGAL se ha
estudiado ampliamente como un factor proinflamatorio en las enfermedades cardiovasculares
(Viemann et al., 2011), sefialando la importancia y el rol funcional de este gen en la
hipertensién arterial primaria. Otro gen asociado a la enfermedad seria NOS3. Su
sobreexpresion en este tipo de patologia refleja una respuesta a la elevada produccion de
peroxinitrito, siendo también asociado a una inflamacion del tejido afectado (Hein et al., 2009).
Adicionalmente otros estudios a su vez han identificado genes asociados a la respuesta genética
a la condicidn de hipertension arterial primaria, que podrian ser importantes candidatos para la
comprension de como esta condicion funciona a nivel molecular (Textoris et al., 2013;
Parthenakis et al., 2016; Romaine et al., 2016; Creemers et al., 2012, Akehurst et al., 2015;
Marques et al., 2011).

1.3. Los RNAs no codificantes y la hipertension arterial primaria
Los RNAs no codificantes de proteinas (ncRNAs) comprenden las unidades
transcripcionales mas representativas del genoma de mamiferos (Maracaja-Coutinho et al.,
2019a; Kalvari et al., 2018). Dos de las clases de RNAs mas estudiadas son los microRNAs
(miRNA) y los RNAs largos no codificantes (IncRNAs). Los miRNAs hacen parte del gran
grupo de RNAs pequefios, que comprende aquellas familias de RNAs con menos de 200
nucleotidos de tamafo. Ellos actian como reguladores post-transcripcionales, llevando a la

degradacion o impidiendo la traduccion de RNAs mensajeros (MRNAS).

Es de conocimiento publico el hecho de que los miRNAs pueden participar en el
desarrollo de la hipertension esencial a través de su interaccion con las regiones 3’ UTR de los
genes objetivos que estan implicados en la regulacién de la presién sanguinea. Un ejemplo,
seria el caso del SNP rs5186, ubicado en la region 3"UTR de angiotensina Il tipo 1 (AGTR1).
Este polimorfismo altera la eficiencia de unién del miRNA hsa-miR-155 al mMRNA de AGTR1
(Sethupathy et al., 2007). Especificamente, el estudio mostré que hsa-miR-155 podria unirse
de forma mas eficiente al alelo 1166A de rs5186, pero no al alelo 1166C, lo cual se demostrd
en un namero significativo de pacientes con hipertension esencial. Por lo tanto, el SNP puede



impedir la union de hsa-miR-155 y causar el aumento de los niveles de AGTR1, resultando en

un aumento en la presion arterial en pacientes hipertensos (Arora et al., 2013).

Diferente de los miRNAs, los estudios sobre el papel fisiolégico de los INCRNAs en la
regulacién de la presion arterial ain se encuentran en una fase temprana de investigacion. Hay
un numero limitado de investigaciones en humanos que relacionan la hipertension esencial con
IncRNAs. Investigaciones realizadas por Gopalakrishnan y colaboradores, se llevaron a cabo
la secuenciacion de IncRNAs en tres cepas de rata ampliamente utilizadas en investigacion de
hipertension: la rata hipertensiva Dahl sensible a la Sal (S), la rata espontdneamente hipertensa
(SHR) vy la rata normotensa Dhal resistente a Sal (R) (Gopalakrishnan et al. 2015). Por
comparacion de los perfiles de IncRNAs entre las ratas S hipertensas y las ratas normotensas
R, se esperaba identificar los INCRNAs implicados en la regulacion de la presion arterial. Se
encontraron que 186 INCRNAS se expresan en S pero no en R, mientras que 199 IncRNAs se
expresan en R pero no en S. De manera similar, 199 IncRNAs se expresan en S pero no en
SHR, mientras que 208 ncRNAs se expresan en SHR y no en S (Gopalakrishnan et al. 2015),
demostrando que los INcRNASs tienen respuesta en la patologia de hipertension arterial.

El rol de los IncRNAs en la hipertension esencial aun es poco estudiado (Bink, Lozano-
Vidal, & Boon, 2019). Gran parte del trabajo en esta area se ha centrado casi exclusivamente
en miRNAs, a pesar de la rapida expansion de la investigacion de INcRNAs y la importancia
funcional bien establecida para algunos INcRNAs en la regulacién génica. La falta de una
caracterizacion sistematica de los InNcRNAs es un cuello de botella para el estudio de los
InNcRNASs en la hipertension esencial (Leimena & Qiu, 2018; Wu, Jose, & Zeng, 2018; Bink,
Lozano-Vidal, & Boon, 2019), y podria revelar informaciones importantes para la comprension

de las bases moleculares de esta enfermedad.

1.4. Los competing Endogenous RNAs (ceRNAS)

Recientemente, se ha propuesto a los Competing Endogenous RNAs (ceRNAs) como
un nuevo mecanismo regulador entre dos clases de RNAs no codificantes (MiRNAs y
IncRNAS) y RNAs codificantes. La hipétesis del funcionamiento de este mecanismo consiste
en que los IncRNAs pueden funcionar como ceRNAs para capturar a los miRNAs,
interactuando competitivamente, llevando a una disminucion de la degradacién del mRNA
blanco (Salmena et al., 2011). Lo que ocurre es una comunicacion cruzada entre mRNAs y
IncRNAS, compitiendo por sitios de unién de miRNAs (Anexo 1) (Salmena et al., 2011; Bosson



et al., 2014; Tay et al., 2011). Algunos casos especificos de estas interacciones cruzadas entre
ceRNAs y mRNAs han sido asociadas a distintas enfermedades humanas, como cancer,
Alzheimer e infecciones virales (Karreth & Pandolfi, 2013; Wang et al., 2018; Ghosal et al.,
2014).

En el dltimo tiempo se ha intentado descubrir los mecanismos asociados con las
enfermedades cardiovasculares a nivel de ceRNAs (Wang et al., 2014; Wang et al., 2016). Un
caso interesante es el RNA largo circular HRCR, que fue descrito como capaz de inhibir la
hipertrofia y la insuficiencia cardiacas al funcionar como “esponja” de miRNAs, capturando a
miR-223 (Wang et al., 2016) y regulando los niveles transcripcionales del gen ARC. Wang y
colaboradores describieron que el INcRNA CHRF actta como esponja enddgena de miR-489,
regulando la expresion de Myd88 en la hipertrofia cardiaca (Wang et al., 2014). EI IncRNA
APF actlia como esponja de miR-188-3p, disminuyendo la degradaciéon de ATG7, que regula

la autofagia y el infarto al miocardio (Wang et al., 2015).

Los ceRNAs todavia no estan completamente estudiados. Solo unos pocos INcRNAs
han sido funcionalmente anotados como ceRNA (Zhang et al., 2016; Song et al., 2017). En
consideracidn al gran namero y limitado conocimiento de los INCRNAS, se espera que muchos
otros INcRNAs estén relacionados funcionalmente con mRNAs o miRNAs. Esta asociacion se
ha demostrado en varias enfermedades, pero aun no se ha estudiado en la hipertension esencial
(Karreth & Pandolfi, 2013; Wang et al., 2018; Ghosal et al., 2014).

1.5. Meta-analisis de expresion diferencial de transcritos

El meta-analisis se define como el analisis estadistico de una coleccion de resultados
analiticos con el fin de integrar los hallazgos (Lipsey & Wilson, 2001). Dichos analisis son una
herramienta util en la investigacion donde las informaciones sobre una patologia especifica
estan disponibles en varios estudios similares (Haase et al., 2009). Si se consideran por
separado cada estudio cuenta con una informacion limitada, de manera que cualquier estudio
puede ser demasiado pequefio o limitado en su alcance, pudiendo llegar a conclusiones
inequivocas o generales sobre la condicion. La combinacion de resultados en dichos estudios
representa una alternativa efectiva para fortalecer la evidencia sobre dicha patologia de estudio.
En este contexto, el uso de un meta-andlisis para la caracterizacion de los competing
endogenous RNASs en hipertension esencial permitira identificar nuevos aspectos que nos

permitirian dilucidar este mecanismo de regulacién genética.



En literatura cientifica se describen varios métodos de meta-analisis, dos de los
enfoques mas utilizados son: ‘Vote-counting’y ‘Combining p-value’. El primer, consiste en
visualizar los genes en funcion del nimero de estudios en los cuales fueron identificados como
expresados diferencialmente, junto con la asignacion de la consistencia del signo de cambio.
En otras palabras, un gen que se expresé de manera diferencial en cinco estudios, de los cuales
tres de ellos fueron regulados negativamente, obtendré un puntaje de consistencia de signo de
2 + (-3) = -1. El segundo enfoque, por otro lado, resume los Fold-Change de un gen en los
diferentes estudios segun la media 0 mediana, ademas de resumir los p-values de la expresion
diferencial utilizando el método de Fisher para la determinacion de los genes con expresion
diferencial con significancia estadistica en el grupo de estudios analizados. Estos enfoques nos
permitirdn describir los genes codificantes de proteinas, miRNAs, y RNAs largos no
codificantes de proteinas; y cdmo estos tres interactlan y regulan la expresion genética en esta
condicion. Dada la recopilacion bibliografica realizada para el presente trabajo, reuniremos
todos los estudios disponibles para la hipertension arterial primaria, disponibles en dos
repositorios publicos de NCBI (bases de datos SRA y GEO), los cuales cuentan con una
cantidad de datos que nos permitiria comprender un poco mas sobre el rol de los diferentes
tipos RNAs (MRNAs, microRNAs, IncRNAS) en esta patologia.

1.6. Biologia de redes y de sistemas

La hipertension es una patologia multifactorial (Thongboonkerd, 2005), de manera que
los procesos biologicos y moleculares son controlados por multiples moléculas que interactian
entre ellas, en las cuales sus relaciones y niveles de actividades son reguladas de manera
dinamica y compleja. Por lo cual es poco probable que la complejidad de tal patologia se
entienda completamente en un solo estudio de ciencias 6micas. La integracién de las ciencias
Omicas individuales es necesaria para la investigacion de la hipertension arterial primaria. Con
el poder de la bioinformatica todos los campos de las ciencias Gmicas son complementarios y
sirven como piezas individuales del rompecabezas para cumplir con la imagen dindmica de la
biologia y la fisiologia de las enfermedades médicas. Recientemente, un enfoque desde la
biologia de sistemas ha estado emergiendo en el estudio global de sistemas bioldgicos y han
incluido las ciencias 6micas como uno de sus procedimientos analiticos fundamentales (Morel
et al., 2004).



La investigacion bioldgica, ha proporcionado una gran cantidad de conocimiento acerca
de los componentes celulares individuales y sus funciones. A pesar de su enorme éxito, cada
vez estd més claro que raramente una funcion bioldgica discreta puede atribuirse a una
molécula individual. En cambio, la mayoria de las caracteristicas biologicas surgen de
interacciones complejas entre los numerosos constituyentes de la célula, como las proteinas, el
DNA, el RNAy las moléculas pequefias (Barabasi et al., 2004). La identificacion de todos los
genes y proteinas en un organismo proporciona un catalogo de los componentes individuales
que son base para la generacion de redes de interaccion, que son diagramas exhaustivos de las
interacciones bioquimicas celulares, que proporcionan conocimiento sobre el sistema bioldgico
y sus mecanismos de regulacién. La biologia de sistemas consiste en el analisis matematico y
computacional de estos datos, con el objetivo de modelar sistemas biol6gicos complejos. Es un
campo interdisciplinario de la biologia que tiene como foco la integracion de multiples datos
complejos con sistemas biologicos utilizando un abordaje holistico, a contrario de los abordajes

reduccionistas mas tradicionales.

Los sistemas bioldgicos complejos pueden ser representados y analizados a través de
redes computables. Estas redes biologicas ofrecen una representacion matematica de
conexiones existentes dentro del sistema, donde subunidades son conectadas con un todo, a
ejemplo de redes de proteinas que interactian entre ellas y hacen parte de una misma via
metabdlica. La aplicacion de la biologia de redes y sistemas a la investigacion de la hipertension
esencial deberia resultar en una mejor comprension de la patogenia y fisiopatologia de esta
misma. Este abordaje surge como una herramienta poderosa para estudiar las posibles
relaciones entre redes de microRNAs, INCRNAs y genes codificantes de proteinas, resultando

en una mejor comprension de como estas moléculas podrian estar asociadas con la enfermedad.



2. Hipotesis
La expresion de genes de respuesta para la hipertension arterial primaria es regulada
por IncRNAs y miRNAs conformando el mecanismo de regulacién genética denominado
Competing Endogenous RNAs.

3. Objetivos
3. 1. Objetivo general
Describir las redes de regulacion mediadas por el mecanismo de competing endogenous

RNAs en la hipertension arterial primaria.

3.2. Objetivo especifico
1. Analizar los perfiles de expresion de miRNAs, IncRNAs y de genes codificantes de
proteinas asociados con hipertensién arterial primaria a partir de datos

disponibles en repositorios publicos.

2. Definir las redes de interaccion de competing endogenous RNAs asociados a

hipertension arterial primaria.



4. Metodologia

4.1. Definiendo una red global de interaccion de miRNA-IncRNA-mRNA en el genoma

humano

4.1.1. Actualizacion del repertorio de IncRNAs en el genoma humano

El repertorio de IncRNAs disponibles en el genoma humano fue actualizado a partir de
la integracién de los RNAs largos no codificantes disponibles en las bases de datos Ensembl
version GRCm38.95 (Zerbino et al., 2018) y GENCODE version M29 (Frankish et al., 2019).
Ademas, se incluyeron aquellos IncRNAs identificados por nuestro grupo en un trabajo
publicado el afio 2018, donde se caracteriza nuevas clases de INCRNAs sinténicos entre
humanos y ratones, en los cuales parte de ellos estan relacionados con la regulacion topoldgica
estructural del DNA (Amaral et al., 2018). Las redundancias entre los tres grupos de INCRNAs
fueron eliminadas utilizando intersectBed, de BEDtools (Quinlan & Hall, 2010). Para ser
considerado como un transcrito independiente, cada INCRNA posee un sobrelape entre los
exones de otros INcCRNAs menor del 50%. Este paso es fundamental debido a las constantes

actualizaciones en el repertorio de IncRNAs disponibles en ambas bases de datos de referencia.

4.1.2. Generando un catélogo de interacciones entre miRNAs y mRNAS en el genoma

humano

Se utiliz6 como referencia para los microRNAs (miRNAs) humanos aquellos
disponibles en la base de datos miRBase v22.1 (Kozomara et al., 2019). Para los genes
codificantes de proteinas, se contdé como referencia los transcritos y sus anotaciones disponibles
en GENCODE versién M29 (Frankish et al., 2019). Las interacciones entre los miRNAS y sus
mMRNAs blancos fue recopilada a partir de la integracion de la informacion disponible en cuatro
bases de datos: TargetMiner (Bandyopadhyay & Mitra, 2009), miRDB (Wong & Wang, 2015),
TargetScanHuman (Agarwal et al., 2015) y TarBase v8.0 (Karagkouni et al., 2018). Estas bases
de datos se seleccionaron luego de una exploracion manual en el portal The Non-coding RNA
Databases Resource (NRDR), desarrollado por nuestro grupo, que poseé una categorizacion
de la informaciéon almacenada en 229 bases de datos publicas de RNAs no codificantes
(Maracaja-Coutinho et al., 2019b; Paschoal et al., 2012). El cruce de informaciones se realiz

utilizando scripts in-house desarrollados en lenguaje Perl, Python y R. Las interacciones fueron



categorizadas de acuerdo con las informaciones disponibles en las bases de datos como: (i)
validadas experimentalmente o (ii) predichas computacionalmente. Aquellas validadas
experimentalmente siempre seran clasificadas como interacciones reales y seran consideradas
en los andlisis. Las interacciones obtenidas a través de predicciones computacionales se
contabilizaron solamente si la interaccion entre un miRNA y un mRNA estaba presente en al

menos tres de bases de datos utilizadas.

4.1.3. Generando un catalogo de interacciones entre miRNAs y INcCRNAs

Para investigar las relaciones reguladoras de miRNA con los IncRNA en humanos, los
sitios objetivos de miRNA fueron obtenidas utilizando dos abordajes: (i) recuperaremos las
interacciones entre miRNAs y IncRNAs disponibles en las bases de datos LncBase
(Paraskevopoulou et al., 2015) y starBase (Li et al., 2013). Las interacciones recuperadas de
bases de datos y anotadas como experimentalmente validadas se consideraron como
interacciones reales. Las interacciones anotadas como prediccion en las bases fueron

mantenidas como predichas.
4.1.4. Unificando una red global humana de miRNAs, INCRNAs y mRNAs
La red final de interacciones entre miRNAs, INCRNAs y mRNAs fues recopilada

utilizando scripts desarrollados in-house en lenguaje Perl, Python y R, y visualizada usando

Cytoscape (Shannon et al., 2003), disponible en el sitio web https://cytoscape.org/.

4.2. Perfiles de expresion de miRNAs, IncRNAs y mRNAs en la enfermedad de

hipertension

Todos los perfiles de expresion génica fueron descargados de Gene Expression
Omnibus (GEO, Barrett et al., 2012) y Sequence Read Archive (SRA, Leinonen et al., 2010).
GEO y SRA son repositorios publicos de datos de expresion génica. En el presente trabajo se
investigo los perfiles de expresion referente a 5 estudios para la patologia de hipertensién
arterial primaria disponibles en GEO y SRA (anexo 2). Los criterios utilizados para elegir estos
estudios fueron: (1) en primera instancia deben estar catalogados como hipertension arterial
primaria, es decir, deben corresponder a hipertension arterial y sin causa de origen conocida;

(1) la capacidad de poseer informacion recuperables, en otras palabras, el estudio debe


https://cytoscape.org/

contener todas sus sondas publicadas; (111) el ensayo debe ser reproducible junto con la cantidad
de muestras suficientes para realizar un contraste en la expresion diferencial entre individuos
normotensos (control) y individuos con la condicion de hipertension arterial primaria

(condicidn); (1V) las muestras utilizadas en estos estudios sean del mismo tejido.

Para analizar los datos de RNA-seq tanto de RNAs largo cuanto de RNAs pequefios
utilizamos abordajes ya implementadas en nuestro grupo, que han sido utilizadas en diferentes
publicaciones (Amaral et al., 2018; Huanca-Mamani et al., 2018; Matamala et al., 2018; Orell
et al., 2018). Las lecturas brutas tienen sus calidades evaluadas usando Trimmomatic (Bolger
et al., 2014). Lecturas de buena calidad (Q>30) fueron mapeadas contra el genoma humano
(version hg18) usando HISat2 (Kim et al., 2015). La cuantificacion de expresion de mRNAs 'y
IncRNAs se realizé usando cuffquant y cuffnorm (Trapnell et al., 2012), con las referencias
definidas en el topico “Definiendo una red global de interaccién de miRNA-IncRNA-mRNA en
el genoma humano”, y normalizadas en Fragments Per Kilobases per Million (FPKM). Los
transcritos diferencialmente expresados fueron obtenidos usando DESeqg2 (Love et al., 2014).
Las categorias de ontologias génicas y vias metabdlicas enriquecidas fueron obtenidas usando
EnrichR (Mi, Muruganujan & Thomas, 2012). Para los datos de RNAs pequefios, las lecturas
de buena calidad fueron mapeadas contra el genoma humano usando Bowtiel (Langmead et
al., 2009). Las lecturas fueron asociadas a los miRNAs de referencia de miRBase usando el
mismo abordaje descrito por nuestro grupo en Matamala et al., 2018. Obtuvimos la expresion

de los miRNAs normalizados en FPKM usando un script en R desarrollado in-house.

Las plataformas de microarreglo tuvieron sus datos brutos en formato CEL procesados
usando el paquete affy, de R (Gautier et al., 2004). El control de calidad fue analizado usando
el paquete de Bioconductor arrayQualityMetrics (Kauffmann et al., 2008). Los datos se
normalizaron usando la funcion RMA del paquete affy. Para definir los transcritos
diferencialmente expresados utilizamos el test t de Student, comparando los casos y controles.
Diferentes puntos de corte de fold-change y de p-valor (Benjamini y Hochberg) fueron
evaluados. La integracién entre los genes diferencialmente expresados obtenidos en cada
bioestudio fue realizado utilizando la herramienta de meta-analisis MetaVolcano

(https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/html/MetaVolcanoR.html).



https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/html/MetaVolcanoR.html

4.3. Definiendo las redes de interaccion de ceRNAs asociadas con hipertension arterial

primaria

4.3.1. Construccion y analisis de los nodos de redes de ceRNAs

Se selecciond el 10% superior de los nodos con los grados mas altos como nodos
centrales. Para analizar la distribucion de los nodos centrales, clasificaremos los nodos
centrales en tres categorias propuestas por Xu y colaboradores (Xu et al., 2015): nodos
centrales especificos, nodos hub diferenciales y nodos centrales de ceRNAs comunes. Los
nodos centrales especificos se definen como especificos para la enfermedad de hipertension;
los nodos hub diferenciales son los que se encuentran compartidos en mas de una red de
interaccion de ceRNA; los nodos centrales de ceRNAs comunes se definen como los ceRNAs

con nodos centrales en mas de una red de interaccion.

Una vez obtenida la red de interaccién global de los ceRNA, realizamos un mapa de
todos los transcritos diferencialmente expresados en los perfiles de expresion en la red de
interaccion global de ceRNAs. En donde se extrajeron todos los miRNA, IncRNAs y mRNAs
relacionados con la hipertension arterial primaria. Eso resultd en un conjunto de redes de
ceRNAs asociadas a hipertension arterial primaria. Finalmente, para determinar los ceRNAs
que cumplen con la hipotesis de ceRNAs (Song et al., 2017), se realiz6 una prueba de
proporcionalidad directa para los valores de expresion de mRNAs-INcCRNAS; e inversa para los
valores de expresion de mMRNAs-miRNAs y IncRNAs-miRNAs a través del programa R,
similar a los utilizados por Sumazin etal., 2011y Song et al., 2017. Para todas las interacciones
encontradas que cumplan con un valor de p ajustado < 0.01 en la prueba de proporcionalidad

y de R > 0, fueron utilizados para la construccion de una red final de interaccion de ceRNAs.



5. Resultados

5.1. Analizar los perfiles de expresion de miRNAs, INcRNAs y de genes codificantes de
proteinas asociados con hipertension arterial primaria a partir de datos

disponibles en repositorios publicos

5.1.1. Levantamiento publico de estudios transcriptomicos de miRNAs, mRNAs y
IncRNASs relacionados con la hipertension esencial y re-anotacion de plataformas

de microarray.

Realizando una recopilacion en las bases de datos GEO y SRA de NCBI, se encontraron
15 estudios transcriptomicos referentes a hipertension definidas como primaria, en los cuales
se utilizaron diferentes plataformas de medicion de expresion génica (Figura 1). De estos, se
seleccionaron para este trabajo cinco estudios, catalogados como hipertension arterial primaria;
de los cuales tres corresponden a estudios de miRNAs (GSE75670, GSE118578, GSE112093);
y dos a estudios RNA total (GSE75360 y PRINA480270). El estudio GSE75360 fue realizado
utilizando microarreglos de cDNA, mientras que el estudio PRINA480270 fue realizado
utilizando secuenciacién de ARNs Totales (RNA-seq). A partir de estos dos ultimos estudios

somos capaces de recuperar informacion referente a mMRNAs y INcRNAs.



Cohorte Tejido

PRINA4B0270 - * = .
- Hil e
o) [ = e
— H = o
= Sangre
L1 H = .
§ I =
S = \ £ -
g GSES7597 _ .- " & Teijlli'loOcli'le
- o @ ;
% GSE44145 . . _= !

— . Sangre
ceezzes| (L P Muestras utilizadas HEE3 o 1 . dg
SE2128
zﬁz‘;; = I Muestras no utilizadas [ E : b pulmon
oEZ128/ b
e [N [l mRNA = ®
ceeronr| [ Bl miRNA O ®
GSE108707 _ * RNA'Seq . I*I .

20 0
Numero de muestras

Figura 1. Resumen de los estudios seleccionados en donde de color celeste se muestran las muestras y estudios
utilizados, de color gris las muestras y estudios no utilizados, de color azul si es estudio de miRNA y de color rojo
si es estudio de mRNA. El asterisco representa el Gnico estudio que fue realizado utilizando secuenciacion de

RNAs. Ademas, la figura destaca el tejido de donde fueron obtenidas las muestras junto con el pais de procedencia.

Para poder seguir con los meta-andlisis de los estudios publicos disponibles para
hipertension arterial primaria, es necesario realizar una re-anotacion de las plataformas de
microarreglos utilizadas. La re-anotacion es debido a que las plataformas utilizan diferentes
identificadores para los microRNAs, IncRNAs o0 mRNAs. Estas anotaciones han cambiado a
lo largo del tiempo en las bases de datos publicas. Los tres estudios referentes a miRNAs fueron
realizados en plataformas de microarreglos diferentes, por lo cual su re-anotacion fue de
manera independiente (Figura 2A). Esta se realizd a partir del cruce de diferentes archivos
disponibles en diferentes versiones de miRBase (Kozomara et al., 2018), usando scripts
desarrollados in-house en lenguaje Python y Perl. La re-anotacion de la plataforma de RNA
total GPL10558 fue realizada a partir del mapeo de las secuencias de cada sonda contra el
genoma humano (version hg38) usando la herramienta BLAT (Kent, 2002). Las sondas fueron

obtenidas a partir del sitio web de Affymetrix (www.affymetrix.com). Para ser considerado un

mapeo valido las secuencias deberian tener al menos 90% de identidad y de cobertura. Luego,
las coordenadas gendmicas de las sondas mapeadas fueron cruzadas contra el set de InCRNAs
y de transcritos codificantes de proteinas definidos previamente por el Laboratorio de
Bioinformética Integrativa, considerando una cobertura de 70% entre las coordenadas
genomicas de las sondas en relacion a los transcritos (Amaral et al., 2018).


http://www.affymetrix.com/
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Figura 2. Re-anotacion de las plataformas de microarray. (A) Re-anotacion de las plataformas de microarreglo
de microRNAs con estudios disponibles para hipertensién arterial primaria. Las barras rojas representan el nimero
de miRNAs compartidos entre las diferentes plataformas. Las barras azules representan la cantidad de sondas
disponibles en cada plataforma. Notar que algunas plataformas poseen sondas redundantes para diferentes
miRNAs. Las lineas y puntos en azul representan los grupos de miRNAs con sondas compartidas entre las
diferentes plataformas (B) Porcentaje de transcritos codificantes (color rojo) y no codificantes de proteinas

(IncRNAs, color azul) que estan representados en la plataforma GPL10558.

La base de datos miRBase contiene 2.654 miRNAs maduros de humano reportados. Sin
embargo, en miRBase se encuentran almacenadas las secuencias 3p y 5p, las cuales se originan
a partir de la hebra de la cual la enzima Dicer corta el precursor del miRNA. Los miRNAs 3p
corresponden a los de la hebra en sentido 3°-5’ del RNA, mientras que los miRNAs 5p
corresponden a los de la hebra en sentido 5°-3°. Por lo cual, en la base de datos de miRBase se
tienen un total de 4.796 secuencias de miRNAs para el genoma humano. En el disefio de las
plataformas de miRNAs los fabricantes Affymetrix, Agilent y Exigon utilizan todas las
secuencias reportadas en miRBase (Rekker et al., 2014), de manera que en las plataformas se
encuentran sondas para detectar las variantes 3p y 5p de los miRNAs.

Referente a la re-anotacion de las plataformas de miRNAs, utilizamos como referencia
los 4.796 microRNAs reportados en miRBase. La plataforma GPL21572 es la que contiene el
mayor numero de sondas para detectar miRNAs, disefiada para detectar 4.422 miRNAs, de los
cuales 1871 miRNAs son exclusivos para esta plataforma. La plataforma GPL20712 posee
2.549 miRNAs, de los cuales 25 son exclusivos de esta plataforma, mientras que la plataforma
GPL17292 contiene un total de 1.927 miRNAs, siendo 182 exclusivos (Figura 2A). Por otro
lado, detectamos que 1.713 miRNAs son compartidas por las tres plataformas, 811 secuencias

son compartidas por las plataformas GPL20712 y GPL21572, mientras que solo 27 secuencias



son compartidas por las plataformas GPL17292 y GPL21572. Un total de 374 miRNAs de

miRBase no estaban representados en ninguna de las plataformas disponible.

Nuestro laboratorio realizé recientemente una actualizacion del catilogo de transcritos
de IncRNAs humanos, a partir de la integracion y eliminacion de redundancias referente a
IncRNASs disponibles en tres bases de datos: GENCODE (Frankish et al., 2019), ENSEMBL
(Zerbino et al., 2018) y un trabajo anterior de nuestro grupo (Amaral et al., 2018). Del total de
51.750 transcritos no codificantes de proteinas obtenidas previamente por el Laboratorio de
Bioinformatica Integrativa, verificamos que 18.439 estaban representados en la plataforma de
microarreglo GPL10558. Para los genes codificantes de proteinas, del total de 83.623
transcritos disponibles en la base de datos GENCODE; verificamos la presencia de 58.214
transcritos en la misma plataforma (Figura 2B). Estos resultados demuestran una buena
representatividad para transcritos codificantes y de IncRNAs en esta plataforma, revelando ser

atil para nuestro trabajo.

5.1.2 MicroRNAs diferencialmente expresados en hipertension arterial primaria.

Luego de re-anotadas las plataformas de miRNAS, pasamos a realizar un meta-analisis
de expresion diferencial explorando datos disponibles en los tres estudios mencionados
anteriormente. Para tanto, pre-procesamos y normalizamos uniformemente los tres conjuntos

de datos, y luego realizamos un analisis de expresion diferencial para cada uno de ellos.

Utilizando el abordaje de meta-analisis mas simple, “Vote-counting”, con un log2FC
de 0.5y p-value inferior a 0.05, se identifican 38 miRNAs como diferencialmente expresados
(Figura 3A). De estos, 9 miRNAs se encuentran regulados positivamente, mientras que 29
negativamente. Esta metodologia clasifica los miRNAs segun el nimero de estudios en los que
se definieron como expresados diferencialmente, de acuerdo con el valor p definido y los
umbrales de Fold-Change. Al utilizar un segundo abordaje de meta-analisis, “Combining p-
value”, obtuvimos 105 miRNAs perturbados (Figura 3A). De estos, 59 miRNAs se encuentran
regulados positivamente, mientras que 46 estan regulados negativamente. Este abordaje aplica
el método de Fisher para combinar valores p de expresion diferencial de estudios
independientes, considerando también la media 0 mediana del Fold-Change entre los estudios,
junto con la consistencia del signo de expresion (regulado positiva o negativamente). Este signo

representa el nimero de estudios en los que un dado miRNA tiene el mismo signo de Fold-



Change. Por ejemplo, un miRNA detectado en cinco estudios de los cuales en tres de ellos se
reguld negativamente, se obtendra un puntaje de consistencia de signo de 2 + (-3) = -1. Esta
puntuacion tiende a cero cuando un miRNA esta mal representado en los estudios combinados
0 presenta perturbacién contradictoria.
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Figura 3. Resultados del meta-analisis de expresion diferencial de microRNASs involucrados con la hipertension
arterial primaria (A) miRNAs con expresion diferencial para las metodologias de meta-analisis Combining p-
value y Vote-counting. En color rojo corresponden a los miRNAs expresados diferencialmente regulados de forma
positiva y de color azul los miRNAs regulados de forma negativa. (B) Diagrama de Venn comparando los
resultados obtenidos utilizando las dos metodologias de meta-analisis de expresion génica diferencial utilizadas
en este trabajo. (C) Grafico de anillo representando los 16 miRNAs detectados por ambas metodologias de meta-
analisis como regulados de forma positiva 0 negativa. En color rojo corresponden a los miRNAs expresados

diferencialmente regulados de forma positiva y de color azul los miRNAs regulados de forma negativa.

Al combinar ambos meétodos de meta-analisis, verificamos un total de 127 miRNAs
(Figura 3B Anexo 2) identificados como expresados diferencialmente por las dos
metodologias. De estos, 89 fueron identificados exclusivamente por el abordaje “Combining

p-value”, mientras que 22 fueron identificados Unicamente por el abordaje “Vote-counting”.



Un total de 16 miRNAs fueron identificados de manera consistente por ambos abordajes
(Figura 3B). Para estos 16 miRNAs, cinco se presentaron como regulados positivamente (hsa-
miR-4466, hsa-miR-3158-5p, hsa-miR-5587-5p, hsa-miR-3131, hsa-miR-921), y once
regulados de manera negativa (hsa-miR-483-3p, hsa-miR-4323, hsa-miR-4290, hsa-miR-1470,
hsa-miR-4313, hsa-miR-4714-5p, hsa-miR-3156-3p, hsa-miR-4763-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-
miR-106b-5p, hsa-miR-518b). Estos miRNAs fueron considerados como diferencialmente
expresados en la hipertension arterial primaria y seleccionados para los siguientes analisis de

este trabajo.

Con el objetivo de identificar las posibles vias metabolicas reguladas por estos
microRNAs, realizamos una busqueda computacional utilizando la herramienta miRPath v3
(Vlachos et al., 2015), por las vias metab6licas de KEGG reguladas por los 16 miRNAs
seleccionados en nuestro meta-analisis, a partir de datos validados de manera experimental. En
esta basqueda, utilizamos p valor ajustado de corte de 0.05, y un valor de score de microT-
CDS de 0.8, conforme lo sugerido por la propia herramienta. Nuestro analisis revelé un total
de 40 vias metabdlicas de KEGG que podrian estar siendo reguladas por un nimero que varia
entre 4y 12 miRNAs (Tabla 1). Ademas, identificamos diversas vias directamente relacionadas
con la hipertension y otras enfermedades cardiovasculares, tales como: “Arrhythmogenic right

F2 Y

ventricular cardiomyopathy (ARVC)”, “Neurotrophin signaling pathway”, “ErbB signaling

G« G« G«

pathway”, “Focal adhesion”, “MAPK signaling pathway”, “Platelet activation”y “Estrogen
signaling pathway”.

Tabla 1. Tabla de contrastes de las vias metabdlicas KEGG de los 16 miRNAs identificados por las metodologias
Combining p-value y Vote-counting. La columna KEGG pathway corresponde a la via metabdlica enriquecida, p
- value corresponde al valor de significancia de asociacion, genes a la cantidad de genes involucrados en la ruta

metabolica mencionada y la columna miRNAs al nimero de miRNAs involucrados en la ruta metabdlica

KEGG pathway p-value Genes mMiRNAs
Glioma 7.17E-06 25 7
Fatty acid degradation 0.00010059 7 4

Proteoglycans in cancer 0.00105066 55 11




Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 0.00115586 41 10
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) 0.00133453 19 7
Neurotrophin signaling pathway 0.00251281 39 10

Gap junction 0.00371206 27 10

ErbB signaling pathway 0.00543607 31 10

Axon guidance 0.00543607 38 10

Regulation of actin cytoskeleton 0.00543607 57 11

Fatty acid metabolism 0.00573924 10 6

Lysine degradation 0.00573924 13 8
Phosphatidylinositol signaling system 0.00573924 23 9
Endocytosis 0.00573924 56 9

TGF-beta signaling pathway 0.00573924 24 10

Thyroid hormone signaling pathway 0.00582037 35 8

Prostate cancer 0.00582037 28 8

GABAergic synapse 0.00582037 25 9

Choline metabolism in cancer 0.00582037 30 9

Thyroid hormone synthesis 0.00639912 16 8

FoxO signaling pathway 0.01216699 40 9

Transcriptional misregulation in cancer 0.01216699 46 10




Dorso-ventral axis formation 0.0131765 12 6
Focal adhesion 0.01727658 54 12

Valine leucine and isoleucine degradation 0.01832261 7 4
Platelet activation 0.01832261 35 9

Morphine addiction 0.02018234 24 9

Nicotine addiction 0.0257001 11 9

MAPK signaling pathway 0.02602559 61 12

Renal cell carcinoma 0.03175213 23 9

mTOR signaling pathway 0.03313499 20 7

Acute myeloid leukemia 0.03818351 18 7

GnRH signaling pathway 0.03818351 26 9
Thyroid cancer 0.03998593 9 7

Chronic myeloid leukemia 0.04287266 23 8
Shigellosis 0.04533444 18 9

CcAMP signaling pathway 0.04533444 50 10
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 0.04935802 37 10
Estrogen signaling pathway 0.04935802 26 11




5.1.3. Genes codificantes de proteinas diferencialmente expresados en hipertension

arterial primaria.

Referente al meta-analisis de los los genes codificantes de proteinas asociados con la
hipertension arterial primaria, utilizamos los conjuntos de datos obtenidos a partir de
experimentos de RNA-seq (PRINA480270) y microarreglos de cODNA (GSE75360), que tenian
como foco medir la expresion del RNA total. Para el analisis del estudio GSE75360, utilizamos
las sondas re-anotadas en el primer topico de este informe. Primero, los datos brutos fueron
obtenidos de la base de datos GEO. Luego, dividimos el estudio en dos grupos: el grupo
GSE75360_a corresponde a seis individuos control y cinco casos de hipertension arterial
primaria de poblacion con ascendencia africana; mientras que el grupo GSE75360 b que
cuenta con cinco individuos control y cinco individuos casos que pertenece a poblacion
caucasica Norteamericana. Estos dos grupos fueron tratados como estudios independientes.
Luego, los valores crudos obtenidos fueron sometidos a una normalizacion a través de una
curva normal estandar con valor de z para eliminar todos los valores iguales a 1. lllumina
describe que todas las sondas que presenten un valor igual a 1 en este proceso de normalizacion
deben ser eliminadas para reducir el error de deteccion por complementariedad. Posteriormente
a esta normalizacion, los datos fueron analizados siguiendo el protocolo normalmente utilizado
en andlisis de microarreglos. En este caso, utilizamos el mismo protocolo descrito

anteriormente para los analisis de los microarreglos de miRNAs.

Para los analisis de los estudios obtenidos por RNA-seq, primeramente, evaluamos la
calidad de las lecturas brutas usando la herramienta Trimmomatic (Bolger et al., 2014),
utilizando un valor Q de cutoff de 30. Las lecturas de buena calidad fueron mapeadas contra el
genoma humano (version hg38) usando la herramienta HISat2 (Kim et al., 2015), mientras que
sus cuantificaciones y normalizaciones fueron realizadas usando usando Cuffquant y Cuffnorm,
parte del paquete Cufflinks. Finalmente, los transcritos diferencialmente expresados fueron
obtenidos usando DESeq2 (Love et al., 2014). Similar a los anlisis de miRNAs, para los genes
codificantes de proteinas consideramos como diferencialmente expresados aquellos transcritos

con un p-valor inferior a 0.05 y una tasa de cambio > 0.5y < -0.5.
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Figura 4. (A) mRNAs con expresion diferencial para las metodologias Combining p-value y Vote-counting. En
color rojo corresponden a los mMRNAs expresados diferencialmente regulados de forma positiva y de color azul
los mMRNAs regulados de forma negativa. (B) Diagrama de VVenn comparando los resultados obtenidos utilizando
las dos metodologias de meta-analisis de expresion génica diferencial utilizadas en este trabajo. (C) Grafico de
anillo representando los 112 mRNASs detectados por ambas metodologias de meta-analisis como regulados de
forma positiva 0 negativa. En color rojo corresponden a los mMRNAs expresados diferencialmente regulados de

forma positiva y de color azul los mMRNAs regulados de forma negativa.

Utilizando el abordaje de meta-analisis mas simple, “Vote-counting”, se identifico 580
MRNAs, de los cuales 284 transcritos codificantes se encuentran sobre regulados y 296
transcritos codificantes sub-expresados (Figura 4A). Por otro lado, utilizando el abordaje de
“Combining p-value”, obtuvimos 410 mRNAs desregulados (Figura 4A), de los cuales 187
estan sobre-regulados y 223 sub-regulados. Al combinar ambos métodos de meta-analisis,
identificamos 112 mRNAs perturbados (Figura 4C), de los cuales 49 se presentaron como

sobre-regulados y 63 como sub-regulados (Figura 4C y Tabla 2).



Tabla 2. Listado de genes codificantes de proteinas sobre- y sub-regulados (p-valor <0.05; tasa de cambio (Fold-

Change) >0.5 y <-0.5) en la hipertensién arterial primaria de acuerdo con el meta-analisis realizado.

Cambio Asociado Simbolo del Gen

Sobre-Regulados ANKRD44, ACSL4, WIPI1, PANX2, TCF7, APLP2, WDFY1, CST3, BMF, RELB,
ENG, TRIM16L, PPP6R3, HIPK3, ID2, CCN2, SRGN, TMEM189-UBE2V1,
MT2A, NR1H2, SERINC3, ANXA1l, GPAT3, LMBR1L, TPM1, HAPLNS3,
CMTM3, SURF4, MPZL2, TAGLN, FERMT3, PLOD2, MOV10, CSRP1,
SQSTM1, MGAT4B, ZNF219, POLR2J3, ZNF32, EHBP1L1, PLAAT3, VWAL,
PDGFA, OSTC, ITPRIPL2, TAX1BP3, TNFRSF6B, CEBPA, MTRNR2L1

Sub-Regulados ANKIB1, TRAF3IP2, SLC12A2, SEC61A2, ISOC1, SLC44A1, TCOF1, MARK2,
LXN, ZNF213, ZW10, DOCK9, NECAP1, ECHDC1, CWF19L1, ACO2, PSMA3,
POLA1, TSPAN13, MANSC1, SMAP1, WIPF1, SUMO1, OSBPLY, GTF3C3,
RAD23B, MYO1B, RAB2B, SYT11, MYH10, CCNA1, FBXO21, IL6, GATA4,
RNF38, KIF13A, UACA, ACTR1A, KLRG1, LRIG3, PHLDAL, COP1, SF3B4,
EBAGY, ADD3, TRPT1, SCHIP1, RASGRP3, KIT, DIP2A, BPNT1, CCNYL1,
TGFBR2, ANKRD55, DENND2B, CPT1C, RAPH1, CD34, NPM1, GLRXS,
TRAK1, PDE4B, LIX1L

Analizando los genes codificantes sobre-regulados de manera compartida entre ambas
metodologias de meta-analisis, identificamos que algunos de estos genes (e.g. ANKRD44,
ACSL4, WIPI1, PANX2, ENG y TRIM16L) se encuentran reportados en literatura cientifica
como responsables de inicio de sefializacion celular asociadas a diversas enfermedades
cardiovasculares y enfermedades renales (Tzimas et al., 2019; Ikawa et al., 2019; Conen et al.,
2009; Marques et al., 2010). Por otro lado, entre los transcritos sub-regulados identificados se
reportan genes en que su inhibicion esta asociada a la respuesta de regulacién de presion
sanguinea (e.g. TRAF3IP2, SLC12A2, SEC61A2, ISOC1, SLC44Al1 y TCOF1), junto con
sefializacion de cascada para la proteccion de tejido cerebral (e.g. ISOC1, SLC44A1, TCOFly
MARK?2) (Somanna et al., 2015; Wang et al., 2015; Vendrov et al., 2006; Wu et al., 2018).
Estos transcritos en condicion control son movilizados a su tejido blanco o de accion debido
que sus sefializadores no se encuentran en el mismo tejido encargado de la sintesis. (Wu et al.,
2018).

Con el objetivo de identificar las posibles vias metabdlicas reguladas por estos genes
codificantes de proteinas, realizamos una busqueda computacional utilizando la herramienta

enrichR (Chen et al., 2013), por las vias metabolicas de WikiPathways reguladas por los 112



MRNAs seleccionados en nuestro meta-analisis, considerando datos validados de manera
experimental, asociando cada gen a cada via reportada. Utilizamos p valor ajustado de corte de
0.05, y un valor de odds ratio de 5, conforme lo sugerido por la propia herramienta. Nuestro
andlisis revelé 10 vias metabolicas en que estos genes podrian estar participando en la
condicion estudiada. Ademas, identificamos diversas vias vinculadas con la hipertension
arterial primaria, tales como “Extracellular vesicles in the crosstalk of cardiac cell”,
“Hypothesized Pathways in Pathogenesis of Cardiovascular Disease”, “Transcription factor
regulation in adipogenesis” 'y “Cytokines and Inflammatory Response” (Figura 5), basado en
lo reportado previamente por (Loyer et al., 2018; Ceriello & Motz, 2004; Rosen et al., 2000).
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Figura 5. Contrastes de las vias metabdlicas reportadas como enriquecidas por EnrichR utilizando los 112
mRNAs (codificantes de proteinas) identificados por las metodologias Combining p-value y Vote-counting,

ordenadas por ranking de p-value.

3.1.4. LncRNAs diferencialmente expresados en hipertension arterial primaria.

Referente a los INcCRNAs, utilizamos las mismas plataformas utilizadas en el punto
anterior, ya que los estudios utilizados consisten en muestras de RNA total, que también
permiten el analisis del repertorio de IncRNAs. Es importante mencionar que la plataforma de
microarreglo (GSE75360) tiene una cierta limitacion ya que cuenta con un total de 18.439
sondas para IncRNAs. Sin embargo, estudios anteriores de nuestro grupo han revelado que este
tipo de plataforma aun sigue siendo una fuente de informacion importante para la
caracterizacion de IncRNAs en enfermedades humanas (Amaral et al., 2018; De Lima et al.,
2019). Para los anélisis de expresion diferencial de los transcritos no codificantes proteinas,

utilizamos el mismo abordaje bioinformatico utilizado en el punto anterior para los estudios



desarrollados utilizando microarreglos de cDNA y secuenciacion de RNAs. Utilizando el
enfoque de “Vote-counting”, identificamos 24 INcRNAs expresados diferencialmente, de los
cuales 14 se presentaron como sobre-regulados y 10 como sub-regulados (Figura 6A). Por otro
lado, aplicando la metodologia de “Combining p-value”, solo fue posible detectar 3 InNCRNAs

diferencialmente expresados, estando todos sobre regulados (Figura 6A).

Al analizar los IncRNAs diferencialmente expresados de manera compartida entre
ambas metodologias de meta-analisis, sélo fuimos capaces de encontrar un Unico IncRNA de
manera consistente entre ambos abordajes (Figura 6B). De esta manera, consideramos como
diferencialmente expresados un total de 26 IncRNAs, detectados por la unién de ambas
metodologias de meta-andlisis, en la cual 16 se presentaron como sobre-regulados y 10 como
sub-regulados en la hipertension primaria (Figura 6C y Tabla 3)
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Figura 6. (A) IncRNAs con expresion diferencial para las metodologias Combining p-value y Vote-counting. En
color rojo corresponden a los InNcRNAs expresados diferencialmente regulados de forma positiva y de color azul
los INcRNAs regulados de forma negativa. (B) Diagrama de Venn comparando los resultados obtenidos utilizando
las dos metodologias de meta-analisis de expresion génica diferencial utilizadas en este trabajo. (C) Grafico de
anillo representando los 26 IncRNAs detectados por la union de ambas metodologias de meta-analisis como
regulados de forma positiva o negativa. En color rojo corresponden a los IncRNAs expresados diferencialmente

regulados de forma positiva y de color azul los IncRNAs regulados de forma negativa.

Analizando los IncRNAs sobre-regulados identificados, detectamos que algunos
IncRNAs (e.g. ENSG00000108448, SNHG5, AATBC, LINCO01128) reportados en literatura
cientifica como participantes en regulacion de rutas para enfermedades como preeclampsia,
derrame cerebral y enfermedades cardiovasculares secundarias (Jiang & Ning, 2020; Hattori et
al., 2019; He et al., 2018). Por otro lado, entre los transcritos sub-regulados identificados no
encontramos informacion en literatura referente a su participacion en rutas metabdlicas de
enfermedades cardiovasculares u otras patologias, a excepcion del IncRNA SNHG1, reportado
como un regulador en la hipertrofia de cardiomiocitos, en la cual se destaca que un aumento en

la expresion de este InNcRNA favorece el desarrollo de esta condicion (Yan et al., 2019).

Tabla 3. Listado de IncRNAs sobre- y sub-regulados (p-valor <0.05; tasa de cambio (Fold-Change) >0.5y <-0.5)
en la hipertension arterial primaria de acuerdo con el meta-analisis realizado.

Cambio Asociado Simbolo del Gen

Sobre-Regulados ENSGO00000108448, SNHG5, AATBC, LINC01128, FTX,
ENSG00000232063, USP27X-AS1, ENSG00000241449,
ENSG00000247970, ENSG00000275450, TCONS_00068790,
TCONS_00223888,  TCONS_00328489, TCONS_00328865,
TCONS_00018168

Sub-Regulados EPB41L4A-AS1, ENSG00000229272, MUC20-0T1,
ENSG00000255229, SNHG1, ENSG00000267383,
TCONS_00068791, TCONS_00279671, TCONS_00281624,
TCONS_00315613




3.2. Definir las redes de interaccion de competing endogenous RNAs asociados a

hipertension arterial primaria.

3.2.1. Catélogo de interacciones entre miRNAs, IncRNAs y mRNAs en el genoma

humano.

Para definir una red global de interaccion entre miRNAs, INcCRNAs y mRNAs,
utilizamos como referencia todos los miRNAs disponibles para humanos de la base de datos
de miRBase v22.1. Esta base de datos es un repositorio publico que contiene las anotaciones y
secuencias de miRNAs. A su vez, la base de datos es responsable por la nomenclatura de los
miRNAs (Kozomara et al., 2019). Todas las anotaciones disponibles cuentan con una curacion
manual, y reportan actualmente un total de 4.796 miRNAs.

Para generar un catalogo de interacciones entre miRNAs y mRNAs, se utilizaron las
bases de datos con prediccion de interacciones TargetMiner, miRDB y TargetScanHuman. Para
esto, fue necesario realizar una anotacion de los IDs relacionados con cada gen, debido a que
ninguna de estas bases de datos posee una anotacion consenso, conteniendo IDs de diferentes
tipos de anotacion (Entrez GenelD, Gene Symbol, RefSeq, etc). La unificacidn de la anotacion
de cada gen se realiz6 a través de las herramientas Biomart Perl-api, parte de BiomartR
(Durinck et al., 2009) y anotacion manual usando scripts in-house desarrollados en Python y
Perl. Para cada gen disponible en las bases de datos, se obtuvo su Gene ID (Ensembl),
Transcript ID (Ensembl), el Transcript ID por versién de ensamblaje de Ensembl y el NCBI
ID (Entrez GenelD). De la base de datos de mirDB se recuper6 el 99.6% (Figura 7A) de las
informaciones referente a los MRNAs, de TargetMiner el 99.5% (Figura 7B), de Tarbase el
99.9% (Figura 8C), y de TargetScanHuman el 98.9% (Figura 7D).
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Figura 7. Anotaciones recuperadas de las bases de datos de genes codificantes (MRNA) con interaccién con

miRNA realizadas a través del programa Biomart. En azul se representa el porcentaje de genes anotados, en rojo

se representa el porcentaje de genes sin informacidn disponible.

Una vez obtenidas las interacciones entre miRNAs y mRNAs disponibles en las bases
de datos TargetScanHuman, TargetMiner y miRDB, que son bancos con prediccion de
interacciones, se realizO una comparacion para identificar las interacciones comunes
registradas en los tres bancos. En esta comparacién, se obtuvieron 36.378 interacciones
compartidas por las tres bases de datos (Figura 8). Estas interacciones fueron consideradas de
alta confiabilidad y utilizadas a lo largo de este trabajo. Por otro lado, la base de datos TarBase
es una base de datos con interacciones validadas experimentalmente, por lo cual todas las
interacciones depositadas son interacciones reales, las cuales fueron catalogadas de esta manera
y también utilizadas a lo largo del trabajo.
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Figura 8. Diagrama de Venn con las interacciones predichas entre miRNAs y mRNAs disponibles en miRDB
(Rojo), TargetMiner (Verde), TargetScanHuman (Azul). En la zona central se encuentra el nimero de

interacciones comunes entre las bases de datos.

Referente a las interacciones entre miRNAs y IncRNAs, utilizamos las bases de datos
de LncBase y StarBase. Las interacciones presentes en estas dos bases de datos corresponden
a interacciones validadas experimentalmente. Realizamos un procedimiento similar al
realizado anteriormente para la recuperacion de los IDs asociados a cada uno de los INCRNAs
representados en estas bases de datos. Para las anotaciones para los INCRNAs disponibles en la
base de datos de LncBase, el 84% correspondia a la anotacion de Ensembl Gene ID, mientras
que el 9.6% tenia la anotacion de Entrez GenelD. Los 6% restantes correspondian a 1Ds
desconocidos, normalmente generados por software de reconstruccion de transcritos, como
Cufflinks. La recuperacion de la informacion para estas anotaciones esta descrita en la Figura
9. A su vez, la anotacion referente a los IncRNAs pertenecientes a interacciones reportadas en
la base de datos de starBase, su anotacion fue realizada en base a los nombres de genes
disponibles en HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee). Este comité es el responsable
por la nomenclatura de genes humanos, de manera que la recuperaciéon de la anotacién de
Ensembl (Gene ID y Gene ID version) fue total, permitiendo una recuperacion del 100% de la

informacion depositada.
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Figura 9. Tipos de anotacién encontrados en la base de datos de IncBase, Rojo corresponde a Gene ID de Ensembl,
verde a NCBI ID (Entrez GenelD), azul corresponde a las anotaciones obtenidas por perfiles de expresién
independientes.

Una vez recuperadas todas las anotaciones, utilizamos scripts desarrollados in-house en
lenguaje Python para realizar un cruce de informacion entre las interacciones validadas
disponibles en las dos bases de datos. Obtuvimos un total de 67.209 interacciones, de las cuales
57.007 estaban disponibles exclusivamente en la base de datos IncBase, mientras que 8.751
estaban representadas exclusivamente en la base de datos starBase, y solamente 1.451
interacciones estaban compartidas entre ambas bases de datos (Figura 10). Como hemos
mencionado anteriormente, todas estas interacciones fueron validadas experimentalmente y

fueron consideradas para nuestro trabajo.
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Figura 10. Diagrama de venn con las interacciones entre miRNAs y IncRNAs disponibles en IncBase (rojo) y

starBase (verde). En la zona central se encuentra el nimero de interacciones comunes entre las bases de datos.



Una vez realizada la recuperacion de la informacion y actualizada a su anotacion de
Gene ID de Ensembl, se gener6 un catalogo integrando todas las interacciones reportadas con
miRNAs de las bases de datos de genes codificantes (MRNAS) y de IncRNAs, generando un
catélogo que contiene la interaccion de cada miRNA, con sus respectivos blancos de mRNAs
0 IncRNAs. Ademas, recopilamos la informacion si esta interaccion se encuentra validada o
predicha. En el catalogo generado, se identificé un total de 105.411.466 interacciones bajo la
hipotesis de Competing Endogenous RNA. Del total de las interacciones, se obtuvo la
interaccion de miRNAs con 19.039 genes codificantes (MRNASs) y con 7.469 IncRNAs
compitiendo bajo esta hipétesis con 944 miRNAs (Figura 11). Este catalogo de interaccion fue

utilizado para identificar aquellas interacciones encontradas bajo la hipotesis de Competing

Endogenous RNA asociados a la hipertension arterial primaria, descritos en el topico 3.2.2.
Interacciones mMRNA - miRNA - IncRNA
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Figura 11. Cantidad de moléculas Unicas de IncRNA (verde), miRNA (rojo), mRNA (genes codificantes de
proteinas) (morado) encontradas en la interaccién de las bases de datos de miRDB, TargetMiner,

TargetScanHuman, TarBase, IncBase, starBase.

3.2.2. Catélogo de interacciones entre miRNAs, IncRNAs y mRNAs asociados con la

hipertension arterial primaria

En una comparacién de los 16 miRNAs asociados con la hipertension arterial primaria
obtenidos a través de nuestro meta-analisis, contra el catalogo de interacciones recuperadas en
el topico anterior, fuimos capaces de identificar cinco de ellos (hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-
92a-3p, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-518b y hsa-miR-921) como posibles participantes de redes



de ceRNAs (Tabla 4). Entre los miRNAs identificados, se destaca el hsa-miR-106b-5p, que
posee un total de 819.308 interacciones. A su vez, este se encuentra ampliamente descrito como
un miRNA biomarcador para enfermedades coronarias (Zhang et al., 2015). Otro punto a
destacar de este miRNA, es el alto nimero de interacciones que posee en el catélogo, de las
cuales todas se encuentran validadas experimentalmente, por lo cual es un candidato a futuras

validaciones experimentales referente a su rol en una red de ceRNAs.

Tabla 4. Tabla resumen de los miRNAs compartidos por las metodologias de combining y Vote-counting que
hacen parte de una posible red bajo la hipdtesis de ceRNA. La columna de interacciones corresponde a todas las
interacciones reportadas para el miRNA en el catadlogo generado, mRNA corresponde a los RNA codificantes de
proteinas con interaccion con el miRNA, y IncRNA corresponde a los RNA largos no codificantes que presentan

interaccion con el miRNA.

miRNA Ndmero de Ndmero de NuUmero de interacciones
interacciones interacciones con con IncRNAs
combinadas mMRNASs
hsa-miR-106b-5p 819.308 1.969 203
hsa-miR-92a-3p 367.488 1421 132
hsa-miR-483-3p 19.810 273 70
hsa-miR-518b 667 27 23
hsa-miR-921 168 23 6

Utilizando los datos obtenidos previamente para los 112 mRNAs asociados a
hipertension arterial primaria obtenidos a traves del meta-analisis, contra el catalogo de
interacciones recuperadas en el tépico anterior se identificaron 31 mMRNAs como posibles
participantes de redes de ceRNAs (Tabla 5). Entre los genes identificados, se destaca el gen
HIPK3 que posee un total de 41.820 interacciones, en la cual participan 139 miRNAs y 4.180
InNcRNAs. Este gen se encuentra ampliamente descrito como un gen principal en la respuesta a
diversas enfermedades incluida la hipertension arterial primaria ya que es un modificador de
cromatina y actia como un factor de transcripcion (Conte & Pierantoni, 2018), lo que indica
que una sobreexpresion de este gen tiende a regular la expresion de otros genes. Este gen
presenta interacciones con los miRNAs hsa-miR-106b-5p y hsa-miR-92a-3p, los cuales

interacttan con 4.180 IncRNAs.



Tabla 5. Tabla resumen de los mMRNAs compartidos por las metodologias de combining y Vote-counting. La
columna de interacciones corresponde a todas las interacciones reportadas para el miRNA en el catalogo generado,
mRNA corresponde a los RNA codificantes de proteinas con interaccion con el miRNA, y IncRNA corresponde
a los RNA largos no codificantes que presentan interaccion con el miRNA, el valor O representa que no se posee
informacion en la base de datos.

Gene stable ID HGNC Interacciones | NUmero de Numero de
symbol totales miRNAs con | IncRNAs con

interaccion interaccion
ENSG00000110422 HIPK3 41.820 139 4.180
ENSGO00000163513 TGFBR2 39.384 102 3.850
ENSGO00000068366 ACSL4 38.245 112 3.834
ENSG00000137075 RNF38 31.795 114 3.973
ENSG00000001629 ANKIB1 29.204 81 3.375
ENSG00000161011 SQSTM1 25.801 92 3.595
ENSG00000119318 RAD23B 24.498 83 3.609
ENSG00000148248 SURF4 24.140 78 3.258
ENSGO00000139636 LMBR1L 23.835 58 2.786
ENSG00000084234 APLP2 22.607 100 3.733
ENSG00000118523 CCN2 20.416 103 3.538
ENSG00000173166 RAPH1 20.327 103 3.979
ENSG00000110075 PPPG6R3 17.389 75 3.233
ENSG00000139289 PHLDA1 14.955 65 3.050
ENSG00000135108 FBXO21 12.828 66 3.096




ENSGO00000070540 WIPI1 12.739 35 2.131
ENSG00000181163 NPM1 12.181 33 2.264
ENSG00000093144 ECHDC1 11.354 44 2.201
ENSG00000128641 MYO1B 8.814 48 2.810
ENSG00000137177 KIF13A 8.664 47 2.732
ENSG00000088387 DOCK9 7.436 35 2.610
ENSG00000089818 NECAP1 7.436 35 3.140
ENSG00000138107 ACTR1A 7.341 40 2.308
ENSG00000101868 POLA1 7.137 36 2.684
ENSG00000135046 ANXAL 5.565 28 1.918
ENSG00000117859 OSBPL9 3.841 22 1.823
ENSG00000149573 MPZL2 3.498 17 1.766
ENSG00000174059 CD34 1.786 8 1.155

Utilizando los analisis previamente realizados, identificamos 3 miRNAs (hsa-miR-
106b-5p, hsa-miR-92a-3p y hsa-miR-921) que se encuentran regulando la expresion de 28
genes (Tabla 4), que podrian ser regulados por 4 IncRNAs (LINC01128, EPB41L4A-AS1,
SNHG5 y SNHG1). (Figura 12). En torno al IncRNA SNHG1 existen interacciones con los 3
miRNAs detectados. Este INCRNA es reportado que su sobre-expresion activa mecanismos para
la prevencion de enfermedades cardio y cerebrovasculares (Zhang et al., 2018). Por otro lado,
la inhibicion de este INCRNA actua en la apoptosis de células endoteliales.

La deteccion de estos INCRNAs expresados en la hipertension arterial primaria con
asociacion a miRNAs y, a su vez, con genes codificantes de proteinas en la enfermedad, sugiere

un fuerte indicio de que el mecanismo de competing endogenous RNAs podria actuar



secuestrando los miRNAs hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-92a-3p y hsa-miR-921, permitiendo
regular la expresion de los genes mencionados anteriormente, y asi efectuar su respuesta
participando en mecanismos de sefializacion de la respuesta a las vias metabdlicas de respuesta
de renina y renina-angiotensina-aldosterona (RAAS).
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Figura 12. Red de interaccion no dirigida de ceRNAs identificados bajo la hipotesis de ceRNAs. los nodos de
color rojo representan los miRNAs, de color azul los RNAs no codificantes largos (IncCRNAs), de color verde los
RNAs codificantes de proteinas (MRNAS). las lineas de color morado corresponden a la interaccion entre miRNA

y IncRNA y de color gris la interaccion entre miRNA y mRNA.

El mecanismo de accion para los competing endogenous RNAs estd reportado en
literatura con una relacion de proporcionalidad directa entre la expresion de los mMRNASs con
IncRNAs, mientras que la relacion de proporcion entre los IncRNAs y los mRNAs con el
MIRNAs esta debe ser inversamente proporcionales (Cesana et al., 2011). Esto se debe
principalmente por la premisa de que el IncRNA, al encontrarse sobre-regulado, captura al
miRNA, impidiendo su ligacion con el gen codificante blanco, permitiendo su expresion. Es
decir, si el gen esta sobre-regulado, el miRNA deberia encontrarse sub-regulado y el IncRNA
sobre-regulado. Esta relacion a su vez puede encontrarse de forma inversa, es decir, un gen
sub-regulado debe presentar un miRNA sobre-regulado y a su vez un IncRNA sub-regulado.
Bajo esta premisa, evaluamos las tasas de cambio para determinar la relacion de expresion entre
los miRNAs, IncRNAs y mRNAs (Figura 13), y filtrar aquellos candidatos que podrian estar

participando directamente de las posibles redes de ceRNAs.
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Figura 13. Valores de expresion de mRNAs - miRNAs - IncRNAs separados por miRNA. A Tasas de cambio en
logaritmo en base dos para los mMRNAs (azul) y IncRNAs (rojos) con interaccion con el miRNA hsa-miR-92a-3p
(verde). B Tasas de cambio en logaritmo en base dos para los MRNAs (azul) y IncRNAs (rojos) con interaccion
con el miRNA hsa-miR-106b-5p (verde). C Tasas de cambio en logaritmo en base dos para los mRNAs (azul) y

IncRNAs (rojos) con interaccion con el miRNA hsa-miR-921 (verde).

Bajo la hipdtesis de los ceRNAs, identificamos una tendencia en este comportamiento
regulando posiblemente el miRNA hsa-miR-92a-3p (Figura 13A). Este miRNA es capturado
por los INcRNAs LINC01128 y SNHGS5, lo que se ve reflejado en una expresion negativa del
miRNA hsa-miR-92a-3p. Esta regulacion podria estar permitiendo la sobre-expresion de los
genes ACSL4, ANXAL, APLP2, CCN2, HIPK3, LMBRL1L, y SURF4 (Figura 14 y Anexo 5).
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interaccion entre miRNA y mRNA.



6. Discusion

Para identificar el conjunto de microRNAS, genes codificantes de proteinas y RNAs no
codificantes perturbados en la hipertension arterial primaria, utilizamos dos abordajes de meta-
analisis, aplicados a los estudios publicos de expresion génica disponibles en bases de datos.
Utilizando la combinacion entre estos dos abordajes, fuimos capaces de encontrar 16 miRNAs
perturbados en la hipertension arterial primaria. Entre los miRNAs expresados
diferencialmente destacamos hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-92a-3p y hsa-miR-921, que ya estan
reportados como miRNAs circulantes y biomarcadores para enfermedades coronarias.
(Harrington et al., 2011; Solayman et al., 2016; Deiuliis et al., 2014; Zhang et al., 2015).
Ademas, se tiene conocimiento en literatura que el mMiRNA hsa-miR-106b-5p participa en el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), actuando como inhibidor de este sistema,
por lo cual al disminuir la expresion de este miRNA el complejo pasa a modo activo,

disminuyendo la presion arterial a través de la proteina renina (Deiuliis et al., 2014).

Ademas, nuestros andlisis revelaron que estos 16 miRNAs actlan posiblemente
regulando vias metabolicas reportadas como asociadas a procesos relacionados con diferentes
enfermedades cardiovasculares. Dos de estas vias son reguladas por 12 de los miRNAs
identificados: “Focal adhesion”y “MAPK signaling pathway”. Ambas vias participan en el
mecanismo de sefalizacion celular, activando una cascada de sefializacion para la modulacion
de expresion génica a nivel de ndcleo celular (Orton et al., 2005; Chen et al., 2003). Ademas,
Orton y colaboradores describen que la via MAPK / ERK esta relacionada con la activacion
del sistema RAAS. El sistema RAAS funciona cuando el complejo GRB2-SOS se acopla al
EGFR fosforilado, activando SOS. EIl SOS activado promueve la eliminacion del PIB, que es
un miembro de la subfamilia RAS (especialmente H-RAS o K-RAS). RAS puede entonces
unirse a GTP y volverse activo (Zarich et al., 2006). Otra via metabodlica identificada por
EnrichR fue la de miocardiopatia ventricular derecha arritmogénica (ARVC), regulada por
siete miRNAs, que estan involucrados en el trastorno eléctrico del corazén (Te Riele et al.,
2014), en el que el musculo cardiaco es reemplazado por tejido fibroso cicatrizante (Te Riele
et al., 2014). Cuando se presenta esta condicion se describe que el 6rgano mas afectado es el
corazon y, en especifico, se afecta el ventriculo derecho. Por otra parte, la ruta metabdlica
“Platelet activation” (Activacion plaquetaria), tiene como principal efector el gen NOS3, quien
participa en la sintesis de eNOS. Este gen es primordial en el mecanismo de regulacion de la
presion arterial (Wang et al., 2019). Wang y colaboradores, describen que la ruta especifica de



accion que presenta eNOS no esta descrita. Sin embargo, existen fuertes indicios que uno de
sus mecanismos es a través de la regulacion de la proteina G, permitiendo la fosforilacion de
receptores celulares para disminuir la concentracion de iones de calcio en el medio celular,

provocando la relajacién vascular.

Referente al analisis de los mMRNAs, utilizamos los dos métodos anteriores para la
realizacion del meta-analisis de expresion génica diferencial para los estudios seleccionados.
Utilizando la combinacidn entre estos dos abordajes, fuimos capaces de encontrar 112 genes
codificantes expresados diferencialmente en la condicién. Los transcritos de los genes
identificados presentan su principal rol de accién en los tejidos endoteliales (tejido
perteneciente a los vasos sanguineos), ventriculo derecho y tejido renal (Marques et al., 2010).
Marques y colaboradores, describen que los transcritos de estos genes son detectables en el
plasma sanguineo, siendo movilizados al 6rgano blanco para ejercer su rol de sefializacion
celular. Al analizar el enriquecimiento funcional, identificamos las vias metabdlicas
“Extracellular vesicles in the crosstalk of cardiac cell”, “Hypothesized Pathways in
Pathogenesis of Cardiovascular Disease”, “Transcription factor regulation in adipogenesis”
y “Cytokines and Inflammatory Response”. Estas vias metabolicas, en literatura cientifica, se
mencionan como rutas de respuesta a diferentes condiciones, como, por ejemplo, promoviendo
la respuesta al estrés oxidativo celular, desencadenando mecanismo de respuesta para la
proteccion de tejido cerebral y mecanismos de respuesta anti-inflamatorios (Ceriello & Motz,
2004; Rosen et al., 2000; Storjord et al., 2020). Todos los mecanismos mencionados
anteriormente se asocian con la respuesta a la patologia de hipertension arterial primaria,
actuando desencadenando la activacion de la ruta metabdlica de RAAS y eNOS de formas
indirectas y no completamente descritas (Wang et al., 2019; Ceriello & Motz, 2004; Storjord
et al., 2020).

Por otro lado, la caracterizacion del rol de los IncRNAs en asociacion con las
enfermedades cardiovasculares esta todavia en etapas iniciales (Sekar et al., 2020). Sin
embargo, ya es conocido que los IncRNAs cumplen funciones estructurales en la regulacién de
enfermedades, actuando por ejemplo en la regulacion de la expresion de miRNAs y mRNAs,
a través de medios directos e indirectos (Jiang & Ning, 2020). En nuestro meta-analisis
identificamos un total de 26 IncRNAs diferencialmente expresados, entre los cuales un grupo
menor se encuentran caracterizados, con sus mecanismos de accion bien definidos. Un ejemplo

seria el IncRNA SNHGS5, que es conocido por regular la expresion del miRNA hsa-miR-26a, a



través de la captura de este, y permitir la expresion de los genes conformantes de la proteina
N-cadherin, el cual es un factor importante en la respuesta a preeclampsia (Jiang & Ning, 2020).
A su vez, este IncRNA fue demostrado por Jiang y Ning que en hipertension se encuentra
expresado diferencialmente en tejido cardiaco, renal y plasma sanguineo, demostrando también
ser un IncRNA circulante. Estudios realizados por Zhang y colaboradores indican que INCRNAs
circulantes pueden ser biomarcadores de enfermedades cardiacas, dado que existe una
transduccion de sefiales entre el corazon y los rifiones, en la cual genes que presentan mayor

expresion a nivel renal deben ser movilizados a el tejido blanco de accion (Zhang et al., 2019).

En este trabajo, también realizamos una recopilacion de un catadlogo de todas las
interacciones posibles entre mMiRNAs y INcRNAs 0 mRNAs, bajo la hipétesis de ceRNAs. Este
trabajo resulté en la generacion de una base de datos actualizada, curada de forma manual,
contando con anotaciones actualizadas y de facil seguimiento bibliografico. Sin embargo, uno
de los principales desafios encontrados fue el hecho de que cada base de datos posee una forma
de anotacion, que se debe al criterio del grupo de investigacion que la desarrolld. A pesar de
indicar en sus publicaciones originales, o descripcion en sus sitios web, que utilizan la
anotacion mas amigable para el usuario, muchas de estas bases de datos solo actualizan sus
repositorios adicionando mas informacién a la base de datos para obtener el mayor de nimero
de interacciones posible, generando redundancia en la base de datos y no actualizando los
identificadores disponibles en las principales bases de datos primarias (e.g. NCBI, Ensembl).
Eso resulta en una dificultad para el rescate de anotaciones. Los repositorios que contienen
informacién actualizada como los sitios de NCBI y Ensembl, realizan una actualizacion
continua para los genes codificantes y INcRNAs humanos, lo que provoca que las anotaciones
almacenadas en los repositorios no sea la actualmente utilizada.

Al contrastar los mMRNAs expresados diferencialmente expresados en la hipertension
primaria, verificamos que 31 poseen interaccion en el catdlogo desarrollado y podrian estar
siendo regulados por el mecanismo de ceRNAs. Algunos de estos genes (ACSL4, CCN2,
APLP2, ANXA1) estan involucrados en la osmoregulacion, estabilizacion de la presion
sanguinea, ubiquitinacion, activacién del sistema RAAS y angiotensin Il, regulacion del gen
eNOS y mediacion de la inflamacion vascular (Philippe et al., 2017; Zhao et al., 2018; ladecola
& Davisson, 2008; Savoia & Schiffrin, 2006).

Por otro lado, al contrastar los miRNAs diferencialmente expresados que podrian

participar en el mecanismo de ceRNAs en la hipertension arterial primaria, verificamos que 5



de los 16 miRNAs perturbados en la condicion interactian con mRNAs y IncRNAs. En un
analisis del miRNA regulado de forma positiva (sobre-regulado) y participante de posibles
redes de ceRNAs, encontramos a hsa-miR-921. Este miRNA es reportado como participante
en la respuesta anti-inflamatoria regulando la expresion del gen ADAMTS1 (Yang et al., 2013).
Por otro lado, entre los miRNAs regulados de forma negativa encontramos a hsa-miR-106b-
5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-483-3p y hsa-miR-518b. Estos miRNAs se encuentran
reportados como participantes en el sistema RAAS, biomarcadores de riesgo para
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares; y en la regulacion del gen RAP1B que
participa en vias de regulacion de adhesién, crecimiento y diferenciacion celular (Deiuliis et
al., 2014; Solayman et al., 2016; Teng & Meng, 2019; Liu et al., 2018).

Finalmente, al filtrar la red por los niveles de cambio de expresion entre los miRNAs,
InNcRNAs y mRNAs, llegamos a una red compuesta por el miRNA (hsa-miR-92a-3p), dos
InNcRNAs (LINC01128 y SNHG5) y siete genes codificantes de proteinas (ACSL4, LMBRLL,
CCN2, APLP2, ANXA1L, HIPK3 y SURF4). Estos dos INcRNAs ya han sido reportados como
ceRNAs, regulando genes codificantes de proteinas en diferentes enfermedades a través del
secuestro de los miRNAs que los regulan (Hu et al., 2019; He et al., 2017). Ademas, los genes
codificantes de proteinas posiblemente regulados (figura 14) por los ceRNAs LINC01128 y
SNHGS5 se encuentran en rutas de sefializacién de homeostasis celular, regulacién de cascada
sefializacion de proteina G, y actlian en respuesta para la proteccién del tejido cerebral, que son
rutas primordiales en la respuesta a la patologia de hipertensién arterial primaria (Bottalico et
al., 2004; Jin et al., 2008). Los investigadores ladecola y Davisson, en su trabajo realizado el
afio 2008, indican que el 6rgano mas afectado por el aumento de la presion sanguinea es el
cerebro, por lo cual encontrar que los genes identificados y mencionados anteriormente
compartan rutas de sefializacién con vias metabdlicas relacionadas con el cerebro, que es un

6rgano blanco de la hipertension arterial primaria.

El gen ACSL4 esta catalogado como un regulador de acetil co-enzima alfa, que esta
ligado en las rutas metabdlicas de lipidos, y también tiene rol en la respuesta a apoptosis férrica
en los muasculos lisos, provocando dafio en los tejidos vasculares (Moerke et al., 2019). La
inhibicion total de este gen desencadena el sindrome de Alport. Este sindrome es un trastorno
genetico que presenta falla renal progresiva (Gross et al., 2003). El rol preciso que esta
cumpliendo este gen en la hipertension arterial primaria ain no esta reportado, sin embargo,

bajo el conocimiento que se tiene, el presente gen estaria afectando dos tejidos relacionados a



la hipertensién (vasos sanguineos y rifidén), esta asociado a la apoptosis de células
pertenecientes al masculo liso presente en los vasos sanguineos y es un factor de riesgo para
enfermedades renales de forma indirecta (Gross et al., 2003; Moerke et al., 2019). Por otro
lado, el gen ANXA1 ha sido descrito como un sefializador clave en la respuesta antiinflamatoria
(Senchenkova et al., 2019). Senchenkova y colaboradores, describen que el efecto de este gen
en la via metabdlica de “Platelet activation”, activa los receptores de proteina G para la
regulacion de la enzima fosfolipasa intracelular para ejercer un efecto de activacion en las
integrinas alfa 11 beta. EI gen APLP2 es un gen descrito como blanco de renina, actuando como
un sefalizador en el ventriculo izquierdo, permitiendo que renina se concentre en este lugar
especifico del corazon para desencadenar el mecanismo de respuesta de vasoconstriccion y de
proteccion del tejido cardiaco (Kurdi et al., 2004). Evaluando el gen CCN2 y su efecto en la
condicion de estudio, su principal rol es ser un inductor de sintesis de receptores de renina,
induciendo a TGF8 y aumentando la sensibilidad de este receptor a renina (Leask, 2010). Los
genes HIPK3, LMBRILL, y SURF4 no se encuentran reportados en literatura asociados a
hipertension arterial primaria. Sin embargo, si se encuentran reportados en otras condiciones
como diabetes mellitus tipo 2 y preeclampsia, actuando como osmoreguladores (Cai et al.,
2020; Zhu et al., 2009; Seoane et al., 2014) Comparando nuestros resultados con los estudios
realizados por Song y colaboradores (2017), quien realizé un analisis de redes de ceRNAs
utilizando 22 set de datos de enfermedades cardiovasculares, verificamos que ellos no
describen en sus estudios una red de interaccion individual para cada patologia estudiada,
tampoco una red de interaccion global para el genoma humano o mismo una red asociada con
hipertensidn. De esta manera, el presente trabajo aporta informacion nueva y complementaria,
reportando una red de interaccion global para el genoma humano integrando 6 bases de datos,
que podra servir como base para cualquier estudio de redes de ceRNAs en diferentes
enfermedades o condiciones de interés, Ademas de una red de interaccion compuesta por un
miRNA, regulada por dos IncRNAs, que podria tener un rol importante en la hipertension

esencial primaria.



7. Conclusién

Los estudios antes mencionados sugieren que los IncRNAs estdn implicados en los
mecanismos de respuesta genética para la hipertension arterial primaria. Sin embargo, adin
queda mucha investigacion para dilucidar en especifico el rol de los INCRNAs en hipertension
arterial esencial. Solo basandonos en el mecanismo de ceRNAs, identificamos una red de
interaccion que sugiere que los INCRNAs LINC01128 y SNHG5 capturan el miRNA hsa-miR-
92a-3p permitiendo la expresion de los genes ACSL4, LMBRI1L, CCN2, APLP2, ANXAL,
HIPK3y SURF4. Estos INcRNAs, genes codificantes de proteinas y el miRNA estan reportados
como parte clave en la respuesta genética a enfermedades cardiovasculares. La identificacion
de estos genes junto con el desarrollo de una base de datos validada experimentalmente y
curada de forma manual es una fuente importante de conocimiento para la comprension del

rol que cumplen los INCRNASs en la hipertension arterial primaria.
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Anexo 1. Representacién esquematica de la regulacion génica mediada por los ceRNAs. (adaptacion de

Subramanian, 2014)

Anexo 2. Tabla de seleccion de estudios. En donde la columna ID corresponde al codigo de almacenado en NCBI,

la columna titulo corresponde al nombre de la publicacion, y la columna autor corresponde a la cita del autor

correspondiente del estudio.

ID Titulo Autor

GSE75670 Racial differences in microRNA and gene expression in Dluzen et al.,
hypertensive women 2016.

GSE118578 Screening of differentially expressed microRNAs of essential Ye et al., 2019.
hypertension in Uyghur Population

GSE112093 Expression data of different types of OSAHS patients Yang et al., 2018.

GSE75360 Racial differences in microRNA and gene expression in Dluzen et al.,
hypertensive women (MRNA) 2016.

PRINA480270 Argininosuccinate lyase deficiency causes an endothelial-dependent | Kho et al., 2018.
form of hypertension




Anexo 3.- Tabla de contrastes de vote-counting MetaVolcanoR con los miRNAs up-regulated y down-regulated.
La columna gene corresponde a el nombre del miRNA, las columnas de deg_1 hasta deg_3 corresponden a los
estudios analizados, ndeg a la cantidad de estudios en que esta presente el mMiRNA expresado diferencialmente,
ddeg corresponde a la sumatoria de la ausencia o presencia de los estudios, los valores positivos corresponden a
si el mMiRNA se encuentra up-regulated y negativo down-regulated, idx corresponde a la sumatoria de ndeg y ddeg

para el célculo de identidad, degvcount corresponde a un resumen del miRNA si se encuentra up-regulated o

down-regulated

gene deg_1 deg_2 deg_3 ndeg ddeg idx degvcount
hsa-let-7b-3p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-106b-5p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-1229-3p NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-1255b-2-3p NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-129-2-3p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-138-1-3p 0 1 1 2 2 4 2.Up-regulated
hsa-miR-1470 NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-15a-3p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-191-5p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-30d-5p 0 -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-3131 NA 1 1 2 2 4 2.Up-regulated
hsa-miR-3156-3p NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-3158-5p NA 1 1 2 2 4 2.Up-regulated
hsa-miR-3166 NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated
hsa-miR-34c-3p 1 1 0 2 2 4 2.Up-regulated
hsa-miR-4290 NA -1 -1 2 -2 -4 0.Down-regulated



hsa-miR-4313

hsa-miR-4323

hsa-miR-4466

hsa-miR-4668-5p

hsa-miR-4697-3p

hsa-miR-4699-3p

hsa-miR-4714-5p

hsa-miR-4720-3p

hsa-miR-4722-3p

hsa-miR-4763-5p

hsa-miR-4764-3p

hsa-miR-483-3p

hsa-miR-5087

hsa-miR-518b

hsa-miR-5587-5p

hsa-miR-563

hsa-miR-662

hsa-miR-765

hsa-miR-921

hsa-miR-92a-3p

hsa-miR-96-5p

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

0.Down-regulated

0.Down-regulated

2.Up-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

2.Up-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated

2.Up-regulated

2.Up-regulated

0.Down-regulated

0.Down-regulated



hsa-miR-99b-5p 1 0 1 2 2 4 2.Up-regulated

Anexo 4. Tabla de contrastes de combinig MetaVolcanoR con los miRNAs up-regulated y down-regulated. la
columna gene corresponde al nombre del miRNA, metap corresponde al valor promedio del miRNA en los

distintos estudios, metafc corresponde al fold change promedio en los distintos estudios por miRNA.

gene metap metafc idx
hsa-miR-483-3p 4,61E-06 -1,29069412561091 -6,88693019516653
hsa-miR-4323 3,00E-05 -1,36114333215332 -6,1561748197595
hsa-miR-4649-3p 2,58E-05 -1,3006000579835 -5,96672279510488
hsa-miR-4646-3p 4,38E-06 -1,07398980096788 -5,7546545614344

hsa-miR-4327 6,27E-05 1,32849580600426 5,58320420956633
hsa-miR-4769-3p 5,09E-05 -1,26517344818376 -5,43163896405466
hsa-miR-3180-5p 1,34E-05 -1,08884905506083 -5,30419677790434

hsa-miR-1281 1,18E-05 -1,01591874549427 -5,00805568740817

hsa-miR-4290 0,000129630414121 -1,24555956663374 -4,84185509849851

hsa-miR-3945 2,65E-05 1,03783118271008 4,75005607125425

hsa-miR-4466 0,000107739333938 1,16402874688723 4,61843038758916
hsa-miR-1207-5p 6,18E-06 0,785681411001158 4,09245690092351
hsa-miR-3158-5p 9,77E-05 0,990932993155714 3,9737718890888

hsa-miR-1260a 0,006842806700687 -1,75616970382477 -3,80169598742046
hsa-miR-3162-3p 1,29E-05 -0,771538685949288 -3,77314209088246

hsa-miR-3960 0,000846722334841 1,1837337362941 3,63673660629881
hsa-miR-4723-3p 4,52E-05 -0,783714548820284 -3,40480103701551



hsa-miR-150-3p

hsa-miR-5587-5p

hsa-miR-1825

hsa-miR-4741

hsa-miR-4739

hsa-miR-3141

hsa-miR-3682-3p

hsa-miR-3131

hsa-miR-1224-3p

hsa-miR-22-3p

hsa-miR-1225-5p

hsa-miR-483-5p

hsa-miR-1273g-3p

hsa-miR-4472

hsa-miR-4436b-5p

hsa-miR-936

hsa-miR-1470

hsa-miR-4313

hsa-miR-92b-3p

hsa-miR-1224-5p

hsa-miR-4632-3p

1,36E-05

1,49E-05

2,53E-05

9,41E-06

6,04E-05

7,83E-05

7,67E-05

0,000496063837563

6,52E-05

0,000326934010378

0,000106062063606

9,85E-05

0,001389950075222

0,000740979808877

3,56E-05

0,000196367119987

5,88E-05

2,11E-05

0,000189798058852

0,000227601667546

0,006717606550738

0,694961057252925

0,696098617194129

-0,730403269449326

0,628522926545445

0,709824975889003

0,702669097608217

0,695572502059965

0,793677812286321

-0,61270506865777

-0,730380417955956

0,63641341195701

0,630052475789076

-0,87929914451313

0,789609450517031

-0,545784438400674

0,643454506716812

-0,56247764388722

-0,508301867057365

-0,612804135058819

0,62081485194668

-1,03123247013716

3,38185494319459

3,36033438034936

-3,35784562769347

3,15917843454833

2,99464017429769

2,88544479371184

2,86260753065251

2,62267851328613

-2,56449221728264

-2,54577008762608

2,52938687471725

2,52444031154598

-2,51215835810615

2,47163046907404

-2,42814524010498

2,38524160564549

-2,37978245252583

-2,3763274613523

-2,28067819503589

2,26151959011019

-2,24064689256983



hsa-miR-4476

hsa-miR-4728-3p

hsa-miR-4701-5p

hsa-miR-4783-3p

hsa-miR-5009-3p

hsa-miR-4800-5p

hsa-miR-4714-5p

hsa-miR-4755-3p

hsa-miR-1185-2-3p

hsa-miR-4286

hsa-miR-4687-3p

hsa-miR-551a

hsa-miR-652-5p

hsa-miR-33b-3p

hsa-miR-3156-3p

hsa-miR-4417

hsa-miR-134-5p

hsa-miR-3198

hsa-miR-4430

hsa-miR-4763-5p

hsa-miR-5585-3p

0,003993235782766

0,000463570534333

6,15E-05

6,75E-05

0,00302310078058

0,000325329676611

6,15E-05

0,00073573993688

0,000158675851476

0,008709932449513

0,002557814709376

0,025647589240522

0,001980388813688

0,000552714922313

0,004953978600103

0,001302156628156

0,000571833337462

0,000782736981945

0,000782828314025

0,000617094418151

0,002689371767584

0,927712184126906

-0,658006356123503

-0,509524260649483

0,513631722389988

0,845832977975834

0,606324061772945

-0,501058212620478

0,647650430046986

0,523092062117563

-0,952738411015078

0,753109357034997

-1,22701528773101

0,711293658835111

-0,58092867348956

-0,809808776810045

0,6433794299383

0,56799170751692

0,591670834513212

0,587668918797763

-0,568378620947478

0,707728258319752

2,22528006583892

-2,19371697880984

-2,14551209450996

2,14227490349561

2,1311162589939

2,11466207159298

-2,11007273894026

2,02926733466007

1,98748262101923

-1,96262703872001

1,95215805008934

-1,95212420569225

1,92280425282503

-1,89237446263772

-1,86664637954098

1,85636632889992

1,8418440502931

1,83795690033746

1,82549563455149

-1,82429552104395

1,81910873326218



hsa-miR-4793-5p

hsa-miR-4746-3p

hsa-miR-664a-3p

hsa-miR-939-5p

hsa-miR-4267

hsa-miR-921

hsa-miR-4499

hsa-miR-1226-5p

hsa-miR-92a-3p

hsa-miR-5195-3p

hsa-miR-3667-5p

hsa-miR-371b-3p

hsa-miR-4270

hsa-miR-106b-5p

hsa-miR-3911

hsa-miR-575

hsa-miR-3622a-3p

hsa-miR-4279

hsa-miR-4633-3p

hsa-miR-940

hsa-miR-1976

0,000294001915025

0,000886817482558

0,010132030880808

0,000709561527676

0,001875091706628

0,000725100281217

0,002330542991959

0,001645041275717

0,002267482803515

0,00129888302538

0,000733507644282

0,041281473323772

0,002169241402456

0,001697261585837

0,002735596126097

0,012039559590545

0,013444444694872

0,043328933854341

0,004990852792875

0,002069895086243

0,011797109619848

0,501930000328574

0,564200196439928

-0,84717712229334

0,534999401815006

0,607886940403685

0,525897586754497

0,621604959936827

0,587524697257921

-0,615808467201986

0,553132506299142

0,503076178003938

-1,1202121699108

0,579120378420907

-0,551339950947709

0,583056825688469

0,765787130885944

-0,782533847333015

-1,04939007999509

0,610722462708681

-0,517405535304663

-0,715447599318692

1,77264100572182

1,72203251790118

-1,68952829605954

1,6847184341681

1,65769400113741

1,65110907648414

1,63640171216714

1,63556488320967

-1,62847839466511

1,59657823736552

1,57694025117365

-1,55064788370994

1,54259838572243

-1,52735017068074

1,49434433691489

1,46984370119271

-1,46447854886633

-1,43055164050721

1,40577637907057

-1,3887431892582

-1,37954350723856



hsa-miR-4707-3p

hsa-miR-3194-5p

hsa-miR-4763-3p

hsa-miR-4467

hsa-miR-650

hsa-miR-197-3p

hsa-miR-4700-3p

hsa-miR-4634

hsa-miR-197-5p

hsa-miR-5196-3p

hsa-miR-4429

hsa-miR-518b

hsa-miR-4442

hsa-miR-642a-5p

hsa-miR-193a-5p

hsa-miR-4505

hsa-miR-3648

hsa-miR-4687-5p

hsa-miR-3679-5p

hsa-miR-624-5p

hsa-miR-4268

0,002452158098112

0,008472158375463

0,009014902228478

0,010301720053545

0,002506040365227

0,008922498787795

0,006518977609063

0,010385146851142

0,021357816725103

0,004993287841369

0,008436130892696

0,008528090330076

0,0146905191174

0,012218437727881

0,016675581310733

0,010534275932226

0,031106040071545

0,035801972130884

0,013313257596259

0,036745024407722

0,022606273412952

0,52476848252231

0,659296400132034

0,66590715293709

0,676402375413741

0,507454579506514

-0,638035410905413

-0,594567548588388

0,626073908762167

-0,731005795187881

-0,521803351412781

0,547328088640587

-0,548290141667043

0,608133443412603

-0,563250069270254

-0,5749927752473

0,510276971917438

0,663312690013659

-0,668150204850431

0,507320778066307

0,65639602566886

-0,54310399132194

1,36988268964997

1,36606605352352

1,36180608420195

1,34407256940791

1,31989541930392

-1,30766218964419

-1,2996179426667

1,24187229056014

-1,22110361920541

-1,20098958474945

1,13508001851824

-1,13449356421413

1,11468601406824

-1,07748855088921

-1,02229059011933

1,00901929108432

0,999715218314854

-0,966207367481638

0,951589530503816

0,941797975840557

-0,893824811991958



hsa-miR-4516 0,040700821308428 0,626854328054847 0,871576268711191

hsa-miR-574-5p 0,044781652094353 -0,605958341236267 -0,817377138854036
hsa-miR-4281 0,030350588613171 0,526127534678718 0,798573672201915
hsa-miR-762 0,037905842086978 0,505464676189496 0,718413836148495

Anexo 5. Tabla de competing endogenous RNAs. La columna Gen ID corresponde al cédigo del gen en Ensembl,
miRNA corresponde al nombre del miRNA, Validacion interaccion Gen - miRNA corresponde a si la interaccion
entre el gen y mirna si se encuentra validada o predicha, IncRNA corresponde al codigo de ensembl del INCRNA
y Validacion interaccion IncRNA - miRNA corresponde si la interaccién entre INcRNA y miRNA se encuentra
validada o predicha.

Validadion

Validadion interaccion

interaccion Gen IncRNA -

Gen ID miRNA - miRNA IncRNA miRNA
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated




ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000070540 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000070540 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000093144 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000093144 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000110075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated




ENSG00000117859 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000117859 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000119318 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000119318 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000135108 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000135108 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000137177 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137177 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000138107 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000138107 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000139289 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139289 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000149573 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000149573 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated




ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000161011 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated




ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000163513 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000173166 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000173166 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000174059 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000174059 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000181163 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000181163 hsa-miR-106b-5p validated ENSG00000224032 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000001629 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated




ENSG00000084234 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000088387 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000089818 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated




ENSG00000101868 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000101868 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000101868 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated




ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000110422 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000118523 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000118523 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000118523 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000119318 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000119318 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000119318 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000128641 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000128641 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000128641 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000135046 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000135046 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated




ENSG00000135046 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000137075 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated




ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000139636 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000148248 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000203875 validated
ENSG00000148248 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000228794 validated
ENSG00000148248 hsa-miR-92a-3p validated ENSG00000255717 validated
ENSG00000068366 hsa-miR-921 validated ENSG00000255717 validated




Anexo 6. Valores de expresion de mRNAs - miRNAs - IncRNAs separados por cada mRNA especifico en tasas

de cambio en logaritmo en base dos para los mMRNAs (azul), IncRNAs (rojos) y miRNA (verde).
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