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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAS) son una clase de RNAs no codificantes que actiian como
reguladores de la expresion génica. Las secuencias de muchos de ellos estan
conservadas entre organismos no relacionados, lo cual sugiere que estas moléculas
participan en procesos biolégicos esenciales. Frecuentemente, la expresion de los
MiRNAs esta alterada en muchos tipos de cadnceres humanos y resultan criticos en
la carcinogénesis, ya que funcionan como genes supresores tumorales o como
oncogenes. Estudios recientes han demostrado que los miRNAs estan muy
relacionados con la progresién del cancer, que incluye el crecimiento del tumor, la
diferenciacion, la adhesion, la apoptosis, la invasion y la formacion de metéstasis.
En esta revision se presenta la investigaciéon basica y traslacional que ha emergido
en la ultima década, un periodo que puede ser considerado como el de la
"revolucion de los miRNAs" en la oncologia molecular. En ella se incluyen las
caracteristicas de los miRNAs, su biogénesis y procesamiento, sus funciones y los
mecanismos que alteran su expresion en cancer. Los miRNAs han generado un gran
interés por sus aplicaciones potenciales en medicina, por lo que, ademas, se
refieren sus perspectivas futuras en el diagndstico, prondstico y terapia del cancer.
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ABSTRACT

The microRNAs (miRNAs) are a type of non-coding RNAs that act as gene
expression regulators. The sequences of many of them are preserved into unrelated
organisms, all of which suggests that these molecules do participate in essential
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biological processes. The miRNA expressions are often altered in many types of
human cancers and they are critical to carcinogenesis, since they work as tumor
suppressor genes or as oncogenes. Recent studies have proved that miRNAs are
very associated to the cancer progression including the growth of tumor, the
tumoral differentiation, the adhesion, the apoptosis, the invasion and the formation
of metastasis. This literature review presented the basic and translational research
carried out in the last decade, a period that may be called "the revolution of
miRNAs" in the molecular oncology. It covered the characteristics, the biogenesis
and processing and the functions of miRNAs as well as the mechanisms that modify
their expression in cancer. The miRNAs have aroused great interest because of their
potential applications in the field of medicine; therefore, the future perspectives in
the diagnosis, prognosis and treatment of cancer by using miRNAs were also
addressed.

Key words: miRNAs, human cancer, diagnosis, prognosis, therapy.

INTRODUCCION

La transformacion maligna es un proceso que involucra alteraciones genéticas,
como las mutaciones puntuales y las anomalias cromosdmicas, y alteraciones
epigenéticas, como la metilaciéon del ADN, las modificaciones postraduccionales de
las histonas y la hipermetilacion de los promotores. Todas estas variaciones
influyen en el crecimiento celular, la apoptosis y la diferenciacién. En etapas mas
avanzadas de la carcinogénesis, otros cambios pueden promover la angiogénesis, la
invasion de los tejidos adyacentes y la metastasis en sitios distantes. Los genes
mas conocidos, que se relacionan con el cancer, codifican para proteinas y se
clasifican en oncogenes y genes supresores de tumores. La identificacion de los
cambios genéticos y epigenéticos que afectan sus funciones es lo que ha permitido
el reconocimiento de su asociacién con el cancer humano.

Sin embargo, una de las grandes sorpresas de la biologia moderna fue el
descubrimiento de que solamente alrededor de 2 % de los genes que conforman el
genoma humano codifica para proteinas.* En afios recientes, con la introduccién de
las técnicas de alto procesamiento para el estudio de la expresiéon génica como los
microarrays y la secuenciacion del transcriptoma completo, se determiné que al
menos 90 % del genoma se transcribe activamente?® y que el transcriptoma
humano es méas complejo que el conjunto de genes que codifican proteinas, ya que
exhibe una cuantiosa expresién de RNAs no codificantes.*® Entre ellos se
encuentran los microRNAs (miRNASs), los cuales participan en los mecanismos de
regulacion génica’® y se ha demostrado que su expresion alterada desempefia un
papel importante en la transformacion maligna de las células humanas.®

CARACTERISTICAS DE LOS miRNAs

Los miRNAs son moléculas de RNA pequefias (aproximadamente 22 nucleétidos)
que estan conservadas a través de la evolucién y que participan en el
silenciamiento postranscripcional de los genes. Estan presentes en organismos
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multicelulares y en virus. Se localizan en todos los cromosomas humanos, excepto
en el cromosoma Y. Cerca del 50 % se encuentran agrupados y la transcripcion es
policistrénica. Se localizan frecuentemente en sitios fragiles, y en regiones de
amplificacion o pérdida de heterocigocidad, asociadas a cancer. Pueden estar
situados en regiones intergénicas o en intrones de genes que codifican proteinas,
con menor frecuencia residen en los exones, pero con una orientacion anti-sentido
con respecto al gen que codifica proteinas.*®

Se estima que 1-5 % del genoma humano corresponde a los miRNAs, lo cuales
pueden regular al menos 30 % de los genes que codifican proteinas.'* Cada miRNA
puede interactuar con cientos de RNA mensajeros (RNAmM)*? ya sea directa o
indirectamente. De igual forma, la expresidon de un simple RNAmM puede ser
modulada cooperativamente por multiples miRNAs.*?

BIOGENESIS Y PROCESAMIENTO DE LOS miRNAs

La biogénesis de los miRNAs comienza en el ndcleo con la transcripcion de los
genes correspondientes por la RNA polimerasa 11'* o 111*® para dar lugar a un
mMIiRNA primario (pri-miRNA), que esta poliadenilado y tiene unido un grupo 7-
metil-guanilato (m7G) en el extremo 57, lo que se conoce como caperuza.*®
Subsecuentemente, este transcrito primario se procesa por la enzima Drosha
para formar un miRNA precursor (pre-miRNA), de aproximadamente 70
nucleodtidos, que se asemeja a una horquilla. Este es transportado hacia el
citoplasma por la exportina-5 (XPO5), donde la enzima Dicer lo procesa en un
mMiRNA duplex de 22 nucledtidos. Una de las cadenas del duplex interactta con el
complejo inducido para el silenciamiento del RNA (RISC, por sus siglas en inglés), y
de esta manera interactta con el RNAm blanco®® (fig.), mientras que la cadena
complementaria se degrada. Existen 2 mecanismos de regulacion negativa de los
RNAmM por los miRNAs. El hecho de que ocurra uno u otro esta regido por el grado
de complementariedad entre el miRNA y el RNAmM blanco. Si esta es imperfecta se
reprime la traduccion del RNAmM. Los sitios de complementariedad para los miRNAs
que utilizan este mecanismo estan localizados en las regiones que no se traducen,
ubicadas hacia el extremo 3”~ del RNAmM (regiones 3" UTR, por sus siglas en inglés).
Si por el contrario, la complementariedad es perfecta, se induce un corte y
posteriormente ocurre la degradacion del RNAmM. Los miRNAs que utilizan este
mecanismo encuentran sus sitios de complementariedad en secuencias codificantes
de los RNAM.?°
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FUNCIONES DE LOS miRNAs

Hasta la fecha se han identificado mas de 1 000 miRNAs en seres humanos, a

través de los experimentos de clonacion y la utilizacion de la bioinformatica. Ellos
participan en la regulacion de numerosas vias metabdlicas y celulares,
notablemente en aquellas que controlan las modificaciones que ocurren durante el
desarrollo, la embriogénesis, la preservacion de las células madre, la diferenciacion
de las células hematopoyéticas y el desarrollo del cerebro.?! La expresién alterada
de los miRNAs es probable que contribuya a la enfermedad humana, y entre otros

procesos, se ha relacionado con la progresion tumora

|’22

que incluye el crecimiento

del tumor, la diferenciacién, la adhesion, la apoptosis, la invasion y la formacién de

metastasis.

Los primeros reportes sobre los miRNAs fueron en el gusano Caenorhabditis

elegans, donde las investigaciones condujeron a la descripcién de los genes lin-4%3
y let-7%*, que codifican para RNAs pequefios que estan relacionados con cambios
del desarrollo en esa especie. Hasta ese momento, se creia que era un fenémeno

exclusivo en neméatodos, pero se realizé una serie de trabajos que permitieron

identificar y clonar miRNAs de diferentes organismos, incluyendo los humanos, y se
descubrié que las secuencias nucleotidicas estaban filogenéticamente

conservadas.?®>%®
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La primera evidencia que relaciona los miRNAs con el cancer proviene de un estudio
realizado en pacientes con leucemia linfocitica créonica (CLL), que consistid en
examinar una delecion recurrente localizada en el cromosoma 13g14.3. Se encontré
que la regiéon comudn mas pequefia de la deleciéon codifica para 2 miRNAs: miR-15a
y miR-16-1, lo que sugiere su papel como genes supresores de tumores.?° Cuando
estos MiRNAs se expresan normalmente se unen a la regién 3" UTR del RNAm de la
proteina anti-apoptdtica BCL2, lo que provoca la inhibicidon de su traduccion, y
pueden activarse los mecanismos usuales de muerte celular programada. La
ausencia de miR-15a y miR-16-1 induce niveles elevados de esta proteina y el
blogueo de la apoptosis.®®3! Otros ejemplos de miRNAs que funcionan como
supresores tumorales son las familias de let-7°? y miR-34%%3* (tabla).

Los miRNAs también pueden actuar como oncogenes. El ejemplo mejor estudiado
es el del cluster miR-17-92. Este incluye 6 miRNAs maduros (miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR19b-1, miR20a y miR-92-1) que comparten un transcrito primario
comun generado del loci 13931.3.%° El cluster esta amplificado en varios tipos de
linfomas y también en cancer de pulmén, colon, pancreas y préostata.**=® Su
expresion puede ser regulada directamente por los factores de transcripcion c-myc
y E2F.3%% La sobreexpresion de este cluster se asocia con el desarrollo del
tumor.38 De igual forma, miR?***%? miR155* y miR272/miR273** son otros
ejemplos de miRNAs que actian como oncogenes (tabla).

En sintesis, cuando se altera la expresién de los miRNAs se desencadena su
ganancia o pérdida de funcién en las células cancerigenas, por lo que las
definiciones de oncogenes y supresores tumorales se han expandido para incluir a
los miRNAs, ademas de los clasicos genes que codifican proteinas.??*> Otro aspecto
de interés es que los patrones de expresion de los miRNAs son tejido-especificos,
por lo que un mismo miRNA puede actuar como un oncogen 0 un supresor tumoral
en dependencia del contexto.*®

MECANISMOS QUE ALTERAN LA EXPRESION DE miRNAs EN
CANCER HUMANO

La expresion alterada de los miRNAs es el principal mecanismo que desencadena su
ganacia o pérdida de funcién en las células cancerigenas. La activacion de factores
de transcripcidon oncogénicos como myc es otro importante mecanismo que altera la
expresion de los miRNAs.*” Otra via puede ser la ocurrencia de aberraciones
cromosémicas, ya que el aumento de la expresion de los miRNAs se ha asociado
con amplificacion gendmica38 y la disminucion de su expresion se ha asociado con
delecién cromosomal, ademas de otros mecanismos como las mutaciones puntuales
y la metilacion aberrante de los promotores.*® Por otra parte, la represién global de
la biogénesis de los miRNAs emerge como un mecanismo cancer-especifico, ya que
las mutaciones en componentes clave de la maquinaria de procesamiento de los
miRNAs, como Drosha, DICER1 y XPO5 promueven la transformacion maligna y la
carcinogénesis.*®

APLICACIONES CLINICAS DE LOS miRNAs

Teniendo en cuenta que la expresion alterada de los miRNAs esta relacionada con el
desarrollo del cancer y la formacién de metastasis, ellos tienen un gran potencial
para funcionar como biomarcadores para el estado de la enfermedad y la
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progresion, asi como para el diagnéstico, el prondstico, la clasificacion y la
evaluacion de factores de riesgo. En este sentido, ellos presentan algunas ventajas
como el hecho de que los miRNAs maduros son relativamente estables, el estudio
de su expresion no requiere de grandes cantidades de muestra, se pueden medir en
biopsias de tejido fresco e incluso se han detectado en tejido fijado en formalina y
embebido en parafina.®® Estudios recientes demuestran que también pueden ser
medidos en algunos fluidos bioldgicos como suero/plasma o saliva, lo que ofrece
una via menos invasiva para el pesquisaje.®*>? Los perfiles de expresiéon de miRNAs
han sido utilizados para distinguir muestras tumorales de tejidos normales, para
identificar tejido tumoral de origen desconocido o de tumores pobremente
diferenciados, asi como para distinguir diferentes subtipos de tumores.>® Algunas
alteraciones de los miRNAs ocurren en pacientes a etapas tempranas, por lo que
pueden ser Utiles para la deteccién precoz del cancer.>*

Desde el punto de vista pronéstico, se ha demostrado su utilidad como indicador
del resultado clinico,® de la tendencia a la recurrencia y la metastasis®® vy,
adicionalmente, puede ser predictor de la respuesta a un determinado
tratamiento.®’ Los miRNAs no se han detectado solo en el tejido canceroso, sino
también en el tejido circundante, por lo que pueden servir para detectar
alteraciones en el microambiente del tumor.>® Se sospecha que el polimorfismo de
unico nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) dentro de los genes que codifican
MiRNAs o sus blancos moleculares, es perjudicial y puede aumentar el riesgo de un
individuo a desarrollar enfermedades como el cancer.*®

Se han explorado algunas estrategias con fines terapéuticos para normalizar la
expresion de los miRNAs. Una de ellas tiene el objetivo de reducir la expresion de
los miRNAs con accién oncogénica. Para ello se han sintetizado oligonucle6tidos-
modificados anti-miRNAs (OMAs), conocidos como "antagomirs", que son
complementarios a los miRNAs enddgenos y permiten su inhibicién de una manera
especifica.®® Para su aplicacion en la clinica sera necesario alcanzar su liberacion
efectiva en el tejido blanco, aspecto que se encuentra en investigacion.®* De igual
forma, se ha desarrollado un nuevo tipo de inhibidores de miRNAs llamado "miRNA
esponjas", que contienen multiples sitios para unir a los miRNAs diana y son
capaces de inhibirlos con la misma eficacia que los OMAs.®? Otra estrategia consiste
en elevar la expresion de miRNAs con funcién de supresores tumorales. Esto puede
lograrse utilizando liposomas, polimeros, nanoparticulas o vectores virales, que
contengan los miRNAs con expresion reducida y de esta forma restaurar sus niveles
normales. Estos novedosos disefios todavia requieren de una evaluacion mas
exhaustiva para que constituyan oportunidades terapéuticas para los pacientes con
cancer.®*

PERSPECTIVAS FUTURAS

Las investigaciones sobre miRNAs deben enfocarse en la identificacion de firmas
moleculares tejido-especificas que regulen las metastasis; explorar los miRNAs que
desempefian un papel importante en la regulacién de las células madres
cancerigenas; traducir los avances del laboratorio en el desarrollo de nuevos
marcadores prondsticos y nuevas estrategias terapéuticas, asi como desarrollar
nuevas técnicas para la deteccion de miRNAs.
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