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Puntos clave

Los micro-ARN
(miARN) son
pequefias moléculas
de ARN endégeno

que no codifican

para proteina y

que actian como
moléculas reguladoras
de la transcripcion
génica mediante

la degradacién del
ARN mensajero o

la inhibicion de la
traduccioén.

En estudios

bioinformaticos se
indica que un miARN
puede controlar
un gran nimero de
genes dianay la
caracterizacion de los
genes diana puede ser
crucial para identificar
el papel que estos
miARN pueden ejercer
como oncogenes o
genes supresores de
tumores.
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Diversos estudios

han demostrado
que la expresion de
miARN se encuentra
alterada en cancery
su perfil de expresion
nos puede servir
para diagnosticar y
pronosticar distintos
tipos de neoplasias.

Los estudios

sobre las
funciones reguladoras
de los miARN han
demostrado que tienen
un papel critico en los
procesos biolégicos
implicados en el
desarrollo del cancer,
como son el control
de la proliferacion
celular, la apoptosis,
la angiogénesis o el

proceso de metastasis.

En el futuro,

es posible que
la regulacion en la
expresion de miARN
(mediante inhibicion
o sobreexpresion
sintética) nos permita
desarrollar nuevos
tratamientos para los

pacientes con cancer.

llustracién: Roger Ballabrera



La biologia molecular ha influido de manera decisiva en la
caracterizacién de las alteraciones moleculares que subyacen
en el proceso de carcinogenia. Sin embargo, durante muchos
afios, los estudios se han centrado en el andlisis de genes que
codifican para proteinas. Los datos més recientes descritos so-
bre la actividad transcripcional del genoma humano indican
que aproximadamente sdlo se transcribe la mitad del ADN ge-
némico. Por otro lado, aproximadamente el 95% de los ARN
representan ARN no codificantes, mientas que s6lo el 1,2% de
los transcritos humanos codifican para proteinas.

Los micro-ARN (miARN) representan un grupo de ARN no
codificantes de secuencia corta (18-25 nucleétidos) que ejer-
cen importantes funciones reguladoras postranscripcionales.
En estudios recientes se ha puesto de manifiesto que la expre-
sién de los miARN se encuentra alterada en cincer, de manera
que la sobreexpresion o la regulacién negativa de estas molécu-
las se asocia de forma especifica con el desarrollo de distintos
tipos de neoplasias. Parece evidente que a medida que aumenta
nuestro conocimiento sobre la biologia de este mecanismo de
regulacion génica, mejorardn nuestras posibilidades para utili-
zar los miARN como marcadores de diagndstico, prondstico y
respuesta a farmacos. El desarrollo de los estudios de miARN
en diferentes modelos animales nos permitird establecer las
estrategias mds adecuadas para poder utilizar estas moléculas
como tratamientos futuros.

Biogenia y funcion
de los miARN

Lin-4 fue el primer miARN que se describié y se identificé
como un elemento crucial en regular las distintas etapas de
los estadios larvarios del nematodo Caenhorabdititis elegans'.
Hoy dia, se estima que el genoma humano contiene mds de
1.000 genes que codifican para miARN, lo que representa
aproximadamente el 3% de los genes conocidos®. Los genes
que codifican para los miARN estin localizados en todos los
cromosomas, excepto en el cromosoma Y*. Los miARN estin
muy conservados filogenéticamente y casi la mitad de ellos se
localizan en grupos que se transcriben de manera coordinada®®.
Inicialmente, se creyd que la mayoria de los genes que codifican
para los miARN estaban localizados en regiones intergénicas’,
pero estudios mds recientes han demostrado que casi el 70%
de los miARN se localizan en unidades de transcripcion®. La
base de datos miRBase del Instituto Sanger (http://microrna.
sanger.ac.uk/)” representa el registro en el que se incluyen las
secuencias de los miARN descritos y, actualmente, se han ano-
tado 695 miARN humanos.

En la figura 1 se muestra la biogenia y los mecanismos de ac-
cién de los miARN. Los miARN son transcritos en el nicleo
por la ARN polimerasa II, que origina un miARN primario
(pri-miARN)®. Los pri-miARN forman estructuras secun-
darias de horquilla que son cortadas por la enzima Drosha
ayudada por su cofactor Pasha, y originan el precursor del
miARN (pre-miARN). Los pre-miARN son transportados
desde el nicleo al citoplasma por la proteina exportina 5 y en
el citoplasma son procesados a miARN cortos (22 nucleéti-
dos) de doble cadena por la ARNasa de tipo III Dicer'*2. Los
miARN maduros se incorporan en los complejos efectores mi-
RISC y es entonces cuando se forman los miARN maduros
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de cadena sencilla®. Mientras una cadena se mantiene incor-
porada en el complejo RISC (donde ejercerd su funcién de
silenciamiento), la otra cadena se degradard'*. El mecanismo
por el cual un miARN ejerce su funcién depende del grado de
complementariedad entre el miARN vy la regién 3-UTR de
su ARN mensajero (ARNm) diana. Si la complementariedad
entre ambas secuencias es completa, el ARNm diana serd de-
gradado por RISC. Sin embargo, si el emparejamiento entre
las bases no es perfecto, como ocurre con la mayoria de los
miARN de mamiferos, se producird la inhibicién de la traduc-
ci6n®. Un miARN puede tener muchos ARNm diana y cada
ARNm puede estar regulado por varios miARN. En estudios
bioinformaticos se ha estimado que los miARN pueden regu-
lar hasta el 30% de todos los genes humanos®®.

Nuestro desafio para el futuro serd dilucidar la funcién de estos
miARN en los procesos fisiolégicos y en las distintas enferme-
dades, e identificar cudles son los genes diana regulados por

cada miARN.

miARN como oncogenes y
genes supresores de tumores

En los tltimos afios se han acumulado numerosas evidencias
que han demostrado la implicacién de los miARN en el desa-
rrollo de muchas neoplasias, que actiian como oncogenes o ge-
nes supresores de tumores. La primera evidencia que implicé a
los miARN en el desarrollo de cdncer se derivé de un estudio
en leucemia linfatica crénica (LLC), en el cual se demostraba
que 2 miARN (miR-15a y miR-16a), localizados en la regién
cromosémica 13q14, estaban infraexpresados en el 68% de los
pacientes con LLCY. Ademis, estos miARN silenciaban el
factor antiapoptético BCL-2, lo cual indica que la ausencia
de expresion de estos miARN en LLC inhibia la apoptosis
mediante reactivacién de BCL-2%. En estudios posteriores se
ha demostrado que alteraciones en la expresién de miARN
pueden detectarse en todo tipo de tumores. Lu et al” demos-
traron que los patrones de expresion global de miARN pueden
clasificar los tumores de una forma mucho mds precisa que los
estudios tradicionales de expresién de ARNm.

La familia de let-7 desempefia un papel crucial en el desarrollo
del cancer de pulmén. Yanaihara et al® identificaron que su
expresion se encontraba reducida en este tumor y la sobreex-
presién de let-7 inhibifa el crecimiento tumoral® a través de
la regulacién de los oncogenes Ras y ¢-Myc®. A diferencia
de lo que ocurre con let-7, la expresién del c/uster miR-17-92
se encuentra sobreexpresado en un gran nimero de tumores,
como glioma, linfoma, NSCLC (del inglés non-small cell lung
cancer)®, cincer de vejiga, colon, etc. La amplificacion del Joci
genémico 13g21, en el que se encuentra este c/uster, provoca la
sobreexpresion de los siguientes miARN: miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-20a y miR-92-1. O’Donell et al demostraron
que el factor de transcripcién c-Myc regula la expresién de
este cluster y a su vez 2 miembros de este c/uster (miR-17-5p y
miR-20) regulan la transcripcién de c-Myc a través del factor
de transcripcién E2F1. Por otro lado, BIC/miR-155 fue el pri-
mer miARN para el que se demostré una implicacién directa
causal con el desarrollo del cincer. Este miARN se encuentra
sobreexpresado en un gran nimero de tumores, principalmen-
te en linfomas, pero ademds en un modelo de rat6n transgéni-
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Figura 1. Biogenia y mecanismo de accion de los micro-ARN (miARN). Los genes de los miARN son transcritos en el nicleo por la ARN
polimerasa II para formar los pri-miARN. Estos pri-miARN son procesados por Drosha y Pasha para formar los pre-miARN, que serdn
transportados al citoplasma por la exportina 5. Posteriormente, la ARNa tipo III Dicer es capaz de generar un diiplex transitorio de ~ 22-
nucledtidos que se asociard al complejo RISC. El miARN maduro se une a la region complementaria de la secuencia diana de ARN mensajero

(ARNm) y se inciard el silenciamiento génico de acuerdo con el grado de complementariedad entre ambas hebras. Si la complementariedad es
perfecta, se provocard la degradacion del ARNm, mientras que si la complementariedad es imperfecta la union impedird la sintesis proteica.

co se demostré que este miARN es suficiente para inducir el
desarrollo de linfoma*.

MiR-21 se ha descrito sobreexpresado en la practica totalidad
de los tumores. Estudios in vitro han sefialado que desempe-
fia un papel esencial en el control de la proliferacién celular y
la apoptosis, a través de la inhibicién de genes proapoptéti-
cos, como PTEN?. Por otro lado, se ha demostrado que los
miARN, miR-372 y miR-373, ejercen una funcién oncogénica
en tumores testiculares a través de la inhibicién del gen supre-
sor LATS2*. Michael et al*” identificaron mediante técnicas
de clonaje que la expresién de miR-143 y miR-145 estaba ya
reducida en adenomas y estadios iniciales de cdncer colorrec-
tal. Posteriormente, nuestro grupo, utilizando la tecnologia de
reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real, identificé
un subgrupo de miARN cuya expresién estaba alterada tanto
en lineas celulares, como en tejidos tumorales en relacién con
la mucosa normal?.

250 GH CONTINUADA. SEPTIEMBRE-OCTUBRE 2009. VOL. 8 N.o 5

Hoy por hoy no se conoce con exactitud el mecanismo mo-
lecular que subyace en la expresion alterada de los miARN
en cincer. Es posible que multiples mecanismos contribu-
yan en la regulacién de su expresion, incluidas alteraciones
genéticas que puedan afectar al procesamiento y la madura-
cién de los miARN o alteraciones epigenéticas que incluyan
metilacién de sus regiones promotoras o deacetilacién de
histonas. Parece claro que el futuro en las investigaciones
sobre el papel de los miARN en el proceso tumoral serd la
identificacién de los genes diana regulados por los miARN
que se asocian directamente con la enfermedad. En diversos
estudios se ha demostrado que las alteraciones en la expre-
sién de los miARN no son simplemente una consecuencia
secundaria de la transformacién maligna, ya que muchos
miARN estin implicados en la regulacién directa de vias
moleculares controladas por genes supresores de tumores u
oncogenes (fig. 2).
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Figura 2. Micro-ARN (miARN) como oncogenes o genes supresores de tumores. La disminucion de la expresion de determinados miARN
(representados en verde) puede inducir la sobreexpresion de oncogenes (linea roja) y, por tanto, pueden considerarse genes supresores de
tumores puesto que su pérdida contribuye a la formacion del tumor. Por el contrario, la sobreexpresion de los miARN (representados en rojo)
puede disminuir la expresion de genes supresores de tumores (linea verde) y, como consecuencia, se inicia el desarrollo tumoral mediante la
estimulacion de la proliferacion celular, la angiogenia o reactivando diferentes mecanismos implicados en la carcinogenia.

Expresion de miARN como
factor pronéstico en cancer

El perfil de expresién de miARN no sélo puede servir para
diagnosticar las distintas neoplasias, sino también, y lo que es
mds importante, su expresién puede resultar muy ttil como
factor prondstico. Tras la descripcion de la primera alteracién
de la expresion de miARN en LLC-B, el mismo grupo iden-
tificé que la expresion de un grupo de 13 miARN se asociaba
con la progresion de la enfermedad®. Posteriormente, el grupo
de Yanahaira et al* demostraron que la expresién reducida de
let-7 en cancer de pulmén no sélo era una caracteristica de la
célula tumoral, sino que también esta desregulacién se corre-
lacionaba con la supervivencia postoperatoria de los pacientes.
Esta correlacién se confirmé en otro estudio independiente en
el que también se implicé la sobreexpresién de miR-155 como
factor predictivo en este tumor®. Ademas, se ha descrito que
el perfil global de expresién de miARN en cdncer de mama
se correlaciona con determinadas caracteristicas patolégicas
del tumor, como son el estadio, el indice de proliferacién o la
expresion de receptores hormonales®’. En cdncer de colon, se
demostré que los valores de expresién del miR-31 se encon-
traban aumentados en relacién con el tejido normal y, ademds,

este incremento se asociaba con el estadio de la enfermedad,
lo cual indica que miR-31 puede contribuir tanto a la tumo-
rogenia como a la adquisicién de un fenotipo mds agresivo.
Otro estudio posterior demostré que en este mismo tumor la
sobreexpresion de miR-21 se asociaba con un tiempo menor
de supervivencia y con una respuesta menor al tratamiento®.
Este microARN también se ha implicado en el prondstico
de cincer de péncreas, lo cual demuestra que la expresién de
miR-21 se asocia con un indice mayor de proliferacién Ki67
y la presencia de metdstasis hepaticas*. En leucemia mieloide
aguda de cariotipo normal, se ha identificado un grupo de 12
miARN cuya expresion puede distinguir 2 grupos de pacientes
con una probabilidad de supervivencia libre de enfermedad del
11y el 36%, respectivamente®.

En estudios mds recientes se ha demostrado una clara impli-
cacién de estas moléculas en el desarrollo de metdstasis. En
un primer estudio, se identificé la sobreexpresién de miR-
10b como un elemento clave en el desarrollo de metdstasis en
céncer de mama®. Posteriormente, otro grupo identificé a los
miARN miR-335 y miR-126 como genes supresores de me-
tdstasis en esta enfermedad®.

Por otro lado, la identificacién de miARN implicados en la
regulacién de la respuesta a la quimioterapia puede ayudarnos
a tratar la enfermedad con tratamientos mds individualizados.
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Meng et al*” han demostrado que miR-21 y miR-200b au-
mentan la sensibilidad de las células de colangiocarcinoma a la
gemcitabina a través de la regulacién de la apoptosis mediada
por PTEN vy activacién de la via PI3-cinasa. Por otro lado, se
ha demostrado que la sobreexpresién ectépica de miR-221 y
miR-222 en una linea celular de cdncer de mama induce resis-
tencia al tratamiento con tamoxifeno a través de la inhibicién
de la proteina reguladora del ciclo celular p27°%. Estos resulta-
dos indican que los miARN podrian en un futuro considerarse
como marcadores de prondstico y de respuesta al tratamiento.

Conclusiones

Durante muchos afios, los estudios moleculares del cincer se
han centrado en el estudio de alteraciones en la secuencia, la
estructura génica, el nimero de copias o la expresién de ge-
nes que codifican para proteinas. Sin embargo, hoy por hoy,
sabemos que el genoma humano genera un gran nimero de
ARN no codificantes, de los que de muchos de ellos no co-
nocemos su funcién. Los miARN pertenecen a este grupo de
moléculas y se ha demostrado que son capaces de regular la
expresién de un gran nimero de genes que codifican para pro-
teinas. Numerosas evidencias han demostrado un papel causal
de los miARN en cancer y el perfil de expresion de miARN
puede contribuir tanto al diagnéstico, como al pronéstico de
la enfermedad. La importancia de este mecanismo de regula-
cién génica en oncologia se incrementard si somos capaces de
considerar a los miARN como dianas terapéuticas potenciales
capaces de controlar la progresién de la enfermedad.
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