INVESTIGACION CONTRA EL CANCER

CIRCRNAS: ESPONJAS MOLECULARES DE MICRORNAS, ¢FUTURO

TERAPEUTICO EN CANCER?

Ginés Luengo Gil' %, Ana Belén Arroyo Rodriguez !, Alberto Carmona-Bayonas® y Francisco

Ayala de la Pefia! 2

1. Departamento de Medicina Interna, Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia.
2. Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitario Morales Meseguer. Murcia.

E-mail: gines.luengo@um.es

Introducciéon

En las ultimas décadas se han descrito numerosas
familias de RNA no codificantes (ncRNA) incluyen-
do RNA circular (circRNA), RNA no codificante largo
(IncRNA), microRNA (miRNA), RNA de inferferencia
pequernio (siRNA), RNA asociado a Piwi (piRNA), RNA
nucleolar pequerio (snoRNA) etc. Los RNA circulares
(circRNAs) son una misteriosa familia de RNAs no co-
dificantes con funciones poco conocidas en animales
que fueron descritos inicialmente en plantas como co-
dificantes de agentes subvirales (Sanger, Klotz et al.
1976). Presentan los extremos covalentemente uni-
dos y se encuentran en patégenos como los viroides
(RNAs que infectan plantas), virus satélite circulares
y el virus de la hepatitis delta (que infecta a huma-
nos infectados por el virus de la hepatitis B y que se
replica por el mecanismo del circulo rodante) (Wang,
Choo et al. 1986; Wilusz y Sharp 2013). En el caso
de los viroides, la circularidad de su genoma pro-
bablemente sea debida entre otros motivos su mayor
estabilidad frente a los genomas lineales. Algunos cir-
cRNAs parecen autoprocesarse por corte y empalme
del RNA prerribosémico, actuando como ribozimas.
Esta forma de autocatalisis parece ser muy antigua,
tanto que se piensa que podrian ser un vestigio del
primitivo Mundo RNA (Gilbert 1986). En el caso del
Dominio Archaea parecen proceder de genes codifi-
cantes de proteinas y a partir de RNA no codificante.
Tal vez muchos de ellos sean productos de degrada-
ci6n, aunque el hecho de ser muy frecuentes y de que
estén conservados evolutivamente hace pensar que
puedan poseer algunas funciones importantes que se
desconocen (Danan, Schwartz et al. 2012). Se han
identificado miles de circRNAs en eucariotas, pero
sus funciones veinte afios después siguen sin estar
bien establecidas, aunque se postula que podrian ju-
gar un papel clave en la defensa contra virus y en la
regulacion de la expresion génica entre otros (Capel,
Swain et al. 1993; Cocquerelle, Mascrez et al. 1993;
Memczak, Jens et al. 2013), postulandose éstos como
una de las nuevas fronteras del conocimiento cientifi-
co.

El circRNA mejor conocido es el transcrito a partir
del locus Sry (Regién determinante de sexo Y), un gen
carente de intrones que codifica un factor de trans-
cripcion de la familia de genes SOX cuyos productos
de expresion son proteinas de uniéon a DNA. Apare-
ce altamente expresado en testiculos (Capel, Swain et
al. 1993) de mamiferos terios exclusivamente durante

el desarrollo embrionario. Su origen parece proceder
de una duplicacién de genes del cromosoma X ligados
al gen SOX3 alrededor de 159 millones de afios atras
(Katoh y Miyata 1999).

Analisis bioinformaticos de expresiéon sugieren
que los circRNAs son mas abundantes de lo que se
pensaba, lo que abre una nueva ventana a un mundo
de complejidad, o a una red compleja de regulacién
profunda de la expresion genética con implicaciones
desconocidas (Nigro, Cho et al. 1991; Chao, Chan et
al. 1998; Burd, Jeck et al. 2010; Hansen, Wiklund et
al. 2011; Salzman, Gawad et al. 2012).

Recientemente se ha descrito que en los genomas
animales los circRNAs se expresan a partir de diver-
sas regiones gendmicas (exones, intrones, regiones
intergénicas o de transcritos antisentido de 5 y 3’
UTR) y de forma especifica de tejido, tipo celular o
estado de desarrollo. Los circRNA compuestos de se-
cuencias ex6nicas han sido descritos en una pequena
porcién de genes. En el caso de humanos, se han iden-
tificado mas de 25.000 especies de RNA circular que
contienen exones no colineales (un backsplice o em-
palme de nuevo). En algunos casos la abundancia
de las moléculas circulares puede superar incluso en
mas de diez veces al mRNA lineal. Los analisis bioin-
formaticos apuntan a que los circRNA son abundan-
tes, estables, conservados y que no se trata de produc-
tos producidos de forma aleatoria durante el proceso
de corte y empalme por el espliceosoma (Jeck, Sorren-
tino et al. 2013). Ademas, existen evidencias de que
ciRS-7 0 CDR1as (un circRNA) puede actuar como un
regulador post-transcripcional de miR-7 en tejido ce-
rebral (Hansen, Jensen et al. 2013; Memczak, Jens et
al. 2013). Si bien su utilidad no es totalmente conoci-
da, los primeros datos indican que tienen una funcién
biolégica importante.

Por otro lado, los miRNAs son pequenas moléculas
de RNA no codificante que se expresan en el ntcleo
eucariotico tanto en regiones intra- como intergéni-
cas y que se encargan de la represién de la expresion
génica a través de uno o dos mecanismos de silencia-
miento: (1) unién al mRNA mensajero y posterior re-
presién traduccional en el complejo mRNA-ribosoma
y/o (2) por unién al mRNA promoviendo su deadeni-
lacién y decaimiento (Bazzini, Lee et al. 2012; Djura-
novic, Nahvi et al. 2012; Luengo-Gil 2012). El primer
miRNA descrito fue lin-4 en Caenorhabditis elegans
(Lee, Feinbaum et al. 1993). Se estima que en torno a
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un tercio de los genes humanos podria estar regulado
por miRNAs, y a su vez cada miRNA podria regular
hasta doscientos genes (Wu, Sun et al. 2007). Estu-
dios recientes parecen indicar que los miRNAs estan
implicados en la patologia de todos los canceres hu-
manos (Negrini, Nicoloso et al. 2009). Actualmente
se conocen en torno a 30.424 secuencias de miRNAs
depositados en miRBase v20. Los niveles de expre-
sion de miRNAs, dependiendo del tipo celular y del
contexto estan finamente regulados por mecanismos
epigenéticos y transcripcionales. Las anomalias en la
expresion normal de los miRNAs pueden provocar a
su vez desajustes en los niveles de expresion de sus
proteinas diana, y con ello el resultado dependeria de
los miRNAs afectados, pudiendo afectar a la tasa de
proliferacién o de migracién, cambios en las rutas de
sefializacién de supervivencia o de apoptosis, cambios
en los niveles de las proteinas de reparacién del DNA,
etc. En la actualidad se considera muy plausible su
participacion en procesos de carcinogénesis, pero su
efecto real no ha sido ponderado en la mayoria de
los tumores. Sin embargo, es mucho mas conocida la
alteracién de los niveles de expresién en los tumores
ya formados, en los cuales en muchos casos definen
algunas de sus caracteristicas bioldgicas (invasion,
proliferacion, evasion de la respuesta inmune, ausen-
cia de respuesta a sefnales apoptoticas, angiogénesis)
que a su vez se ven reflejadas en las caracteristi-
cas clinicas (agresividad, respuesta al tratamiento,
pronostico, etc.) (Leskela, Leandro-Garcia et al. 2011;
Luo, Dai et al. 2013; Mitani, Roberts et al. 2013; Ran-
ji, Sadeghizadeh et al. 2013; Zhang, Liu et al. 2013).

Si bien apenas hay datos que asocien circRNAs y
cancer, se sabe que los circRNAs son capaces de re-
gular negativamente los niveles de expresion de los
miRNAs en tejido neuronal, actuando como esponjas
o sumideros de miRNAs, y que son importantes en
el desarrollo embrionario, con lo cual seria plausible
que puedan tener implicaciones directas o indirectas
en esta patologia. De forma andloga a la revolucion
que supuso hace ya mas de diez anos la primera aso-
ciaciéon entre microRNA y cancer (McManus 2003),
probablemente asistamos en la préxima década a la
revoluciéon de los circRNAs en el cancer (Hansen,
Kjems et al. 2013).

CircRNA: biogénesis y funcién

Los circRNAs de animales se expresan a partir
de diversas regiones genémicas (exones, intrones, re-
giones intergénicas, o de transcritos antisentido de
5 y 8 UTR). Su expresién se produce de forma es-
pecifica de tejido, tipo celular y estado de desarrollo
del organismo, lo que sugiere a su vez una regulacién
epigenética y transcripcional. En el caso de los cir-
cRNAs que contienen una o mas secuencias exénicas
(llamados también ecircRNAs) parecen ser la porcién
mayoritaria del total de circRNAs expresados en fi-
broblastos humanos, procediendo de mas del 142013).
Cuando la maquinaria de splicing retira intrones del

premRNA, en algunos casos es capaz de unir covalen-
temente los extremos 5’ y 3’ formando RNA circular
que puede contener tanto intrones como exones. En
muchos casos estos circRNAs contienen en su inte-
rior uno o mas sitios de unién de miRNAs, de manera
que cuando son exportados al citosol, son capaces de
unirse a los miRNAs, neutralizando sus efectos so-
bre los mRNAs diana (Figura 1). El mecanismo por
el cual la maquinaria elige regiones concretas pa-
ra su circularizacién es desconocido (Wilusz y Sharp
2013). Se sabia que los pseudogenes y los IncRNAs
son capaces de secuestrar miRNAs, a lo que desde es-
te afio hay que sumar los dos primeros circRNAs. El
primero de ellos, denominado ciRS-7 por Hansen y co-
laboradores y CDR1as por Memczak y colaboradores,
se expresa en tejido neuronal, contiene aproxima-
damente 70 sitios de unién de miR-7 y posee la ca-
pacidad de secuestrar al complejo miR-7/Argonauta.
Esta actividad ha sido denominada como “stuper es-
ponja”(ya que es capaz de unir hasta 74 moléculas de
miR-7) y antagoniza con la actividad de miR-7. In-
teresantemente, miR-671 interacciona con CDR1as,
pero a diferencia de miR-7, esta interaccion activa
la actividad endonucleasa del complejo miRISC y se
produce el corte de CDR1as, liberando los complejos
miR-7/Argonauta secuestrados. Ademas, en el grupo
de Thomas B. Hansen y Jgrgen Kjems demuestran
que otro circRNA expresado a partir del gen Sry es-
pecifico de testiculo puede atrapar miR-138, lo cual
hace presuponer que esta funcién podria no ser un
caso aislado, sino mas bien un mecanismo general de
regulaciéon. Los analisis del transcriptoma realizados
por el grupo de Nikolaus Rajewsky muestran que mi-
les de circRNAs estan conservados desde genomas de
nematodos como el de Caenorhabditis elegans hasta
mamiferos como el de Homo sapiens (Hansen, Jensen
et al. 2013; Memczak, Jens et al. 2013). Otro estudio
reciente descubrié nuevas especies de RNA circular
llamados ANRIL circulares o cANRIL cuya expresién
se asocia a la expresion del locus INK4a/ARF que se
correlaciona con riesgo de aterosclerosis (Burd, Jeck
et al. 2010). En el caso del pez cebra, la neutralizacion
de miR-7 o la expresiéon de CDR1as causa defectos en
el cerebro medio durante el desarrollo embrionario
que pueden ser corregidos mediante la transfeccion
con el precursor de miR-7. En contraste, en el hipo-
campo de ratones adultos por hibridacién in situ se
ha demostrado la presencia de 4reas que marcan para
CDR1as pero no para miR-7. Otras funciones adicio-
nales de los circRNAs podrian ser el silenciamiento
génico de mRNAs. CDR1as puede como RNA de ca-
dena sencilla por ejemplo unirse en trans a regiones
3'UTR a mRNAs diana para regular su expresion.
Podria ser que miR-7 se uniese a CDR1as para silen-
ciar esa actividad, lo cual complica extremadamente
el esquema de regulacion de circRNA, miRNA y mR-
NA. Alternativamente CDR1las podria participar en
el ensamblaje de complejos de RNA-proteina, de for-
ma similar a otros ncRNAs.
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Figura 1. Los circRNAs pueden unir microRNAs e impedir que se unan a sus mRNAs dianas, bloqueando su efecto silenciador. (1) Ruta

clasica simplificada de maduracion de un mRNA y traduccién de la proteina que codifica. (2) Modelo del bloqueo de la traduccién por mi-
croRNA. (3) Modelo de union y secuestro de un miRNA diana por un circRNA. La unién entre ambos RNAs impide la accién silenciadora

del miRNA sobre el mRNA diana y en consecuencia la sintesis de la proteina se hace efectiva. El RNA circular es resistente al mecanismo

de degradaciéon mediado por su miRNA diana, aunque hay evidencias de que otros miRNAs pueden actuar sobre un circRNA, cortandolo y
liberando al miRNA secuestrado (Mao 2013). Las bases moleculares de este proceso son ain desconocidas.

MicroRNA: biogénesis y funcién

Los microRNA al igual que los circRNA se expre-
san en diversas regiones gendémicas y poseen especi-
ficidad de tejido, tipo celular y estadio de desarrollo
del organismo. Suelen sintetizarse a partir de largos
fragmentos policistréonicos (agrupaciones en cluste-
res) por la RNA polimerasa II (Pol II), denominandose
entonces primiRNAs (Lee, Kim et al. 2004). Posterior-
mente son cortados por la enzima nuclear Drosha en
fragmentos menores llamados premiRNAs en forma
de horquilla y que contienen uno o dos miRNAs en
su interior. Estos premiRNAs son exportados via Ex-
portina 5/Ran GTP al citosol, donde son cortados por
la ribonucleasa citosélica Dicer, dando miRNA ma-
duros. Los miRNAs madurados a partir del mismo
premiRNA se denominan en la nomenclatura moder-
na con el sufijo -5p o -3p en funcién de la cercania a

los extremos 5’ 0 3’ del premiRNA, y con el prefijo de
especie especifico (por ejemplo en humano hsa-miR-
20a-5p y en raton: mmu-miR-20a-5p). Las dianas de
cada miRNA complementario pueden diferir conside-
rablemente. Los miRNA una vez procesados por la
accién de Dicer se incluyen en el complejo RISC (del
inglés, RNA-induced silencing complex), formando-
se un complejo ribonucleoproteico denominado mi-
RISC, que se encarga de dirigirse hacia los mRNA
dianas (determinados por el miRNA) y silenciarlos de
dos formas diferentes: (1) unién al mRNA mensaje-
ro y posterior represion traduccional en el complejo
mRNA-ribosoma y/o (2) por unién al mRNA promo-
viendo su deadenilacion represion y decaimiento. En
ambos casos se consigue la reduccion en el nimero
efectivo de las proteinas diana. En qué medida contri-
buye cada mecanismo al silenciamiento a dia de hoy
aun no ha sido esclarecido, aunque las ultimas publi-
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caciones apuntan (en Drosophila melanogaster) hacia
que los efectos del silenciamiento se manifiestan en
una etapa temprana con el bloqueo de la traduccién
y que posteriormente éste es consolidado por la dea-
denilacién y decaimiento del mRNA (Wu, Sun et al.
2007; Bazzini, Lee et al. 2012; Djuranovic, Nahvi et
al. 2012).

Papel de los microRNAs en el cancer

Nuestros conocimientos cientificos sobre el papel
que juegan los microRNAs en el cancer se han incre-
mentado exponencialmente en la dltima década. Mu-
chos miRNAs aparecen desregulados en las células
precancerosas y cancerosas, lo cual sugiere que estas
moléculas estan implicadas tanto en el inicio como
en la progresion tumoral (Munker y Calin 2013). A
su vez, se ha demostrado en multiples ocasiones que
sus niveles plasmaticos podrian tener un alto valor
en el diagnoéstico clinico de muchos tipos de tumores
(Hirajima, Komatsu et al. 2013; Kawaguchi, Komat-
su et al. 2013; Suryawanshi, Vlad et al. 2013; Wang,
Xiang et al. 2013; Zhang, Zhou et al. 2013) e incluso
que estos microRNA circulantes podrian contribuir
a la terapia antitumoral (Chen, Wang et al. 2013).
Los miRNAs dependiendo de sus dianas pueden ac-
tuar como supresores de tumores o como oncogenes.
Existen muchas dianas confirmadas por diversos es-
tudios, algunos de los cuales pueden verse en la Tabla
1 (Garzon, Calin et al. 2009).

Uno de los clusteres de microRNAs mejor caracte-
rizados es el miR-17-92, una agrupacién de miRNAs
localizados en el cromosoma 13¢q31.3 que se expresan
inicialmente como un fragmento policistrénico conte-
niendo seis microRNAs y que es clasificable en tres
familias: (1) miR-17, miR-18a y miR-20a, (2) miR-19a
y miR-19b y (3) miR-92a. Existe otro cluster paralo-
go, llamado mirR-106a-363 que también contiene seis
microRNAs (miR-106a, -18b, -20b- 19b-2 y -92a-2).
Las funciones del cluaster miR-17-92 se han revelado
como pleiotrépicas, probablemente debido a sus dis-
tintas dianas y a su distinto procesamiento postrans-
cripcional que lleva a diferentes niveles de expresion
de sus miembros (Olive, Li et al. 2013). Aparece so-
breexpresado en diversos tipos de cancer tales como
mama (Dvinge, Git et al. 2013), linfomas o pulmén
(Garzon, Calin et al. 2009; Li y Spaner 2012). El pa-
pel que juegan sus miembros de forma individual en
cada tipo de tumor esta siendo analizado por numero-
sos grupos de investigacion, algunos ejemplos de ello
son: (1) En cancer de pancreas la sobreexpresion de
miR-17-5p se asocia con peor pronéstico, proliferacion
e invasién (Gu, Guo et al. 2013). (2) En colorrectal,
la sobreexpresiéon de miR-92a se asocia con la dis-

minucién de PTEN, induciendo EMT, proliferacion,
migracién e invasién in vitro e in vivo (Zhang, Zhou
et al. 2013). (3) En cancer gastrico miR-20a promueve
progresion tumoral en parte regulando a EGR2 (Li,
Zhang et al. 2013). En la Tabla 1 se listan algunos
ejemplos de miRNAs con funciones oncogénicas o su-
presoras de tumores, asi como algunas de sus dianas
y diversos datos experimentales.

Otro ejemplo de claster con funciones pleiotrépi-
cas es la familia de miR-200 (miR-200a, miR-200Db,
miR-200c, miR-141 and miR-429). La sobreexpresion
de los componentes de esta familia sola es suficien-
te para prevenir la transicién epitelio mesénquima
(EMT) inducida por TGF-3. Estos microRNAs de for-
ma cooperativa regulan la expresion de los represores
transcripcionales de la E-cadherina (ZEB1 y ZEB2),
que tienen implicaciones en metastasis. La inhibi-
cién de los miRNAs es suficiente para inducir EMT
(el silenciamiento permite el aumento de expresion
de ZEB1/ZEB2). Por otro lado, la expresion ectépica
de estos miRNAs en células mesenquimales inicia
transicién mesénquima a epitelio (MET). En cancer
de mama invasivo con fenotipo mesenquimal no se
detecta expresion de estos miRNAs. Su expresion
tampoco se detecta en zonas con cancer de mama me-
taplasico que carece de E-cadherina (Gregory, Bert
et al. 2008). En cancer de ovario, las pacientes con
tumores que presentan alta expresiéon de miR-200
presentan bajos niveles de expresién de beta tubu-
lina de clase III. En el caso de miR-200c¢, niveles de
expresion bajos se asocian con ausencia de respuesta
completa (Leskela, Leandro-Garcia et al. 2011).

Ademas de los ejemplos anteriores en los cuales
las funciones de los miRNAs son fundamentalmente
protumorales, existen muchos miRNAs con funciones
eminentemente antitumorales. Un ejemplo de ello es
la familia de let-7, repartidos en varios clisteres que
se sitian en los cromosomas 3, 9, 11 y 21 (Calin, Se-
vignani et al. 2004). En cancer de colon y pulmén, la
sobreexpresion de let-7 in vitro inhibe proliferacion
(Takamizawa, Konishi et al. 2004; Akao, Nakagawa
et al. 2006). Se sabe que una de las dianas de let-7
son los oncogenes RAS y HMGA2 en pulmén (John-
son, Esquela-Kerscher et al. 2007; Lee y Dutta 2007).
En células PCCL3 de cancer papilar tiroideo de ra-
ta la activaciéon oncogénica de RET/PTC3 reduce la
expresion de let-7f. Asi mismo, la transfeccion esta-
ble con let-7 en células TPC-1 inhibe la activacién
de MAPK, disminuyendo la proliferacién probable-
mente a través del silenciamiento de MYC y CCND1
(Ricarte-Filho, Fuziwara et al. 2009).
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Expresion en

TABLA 1

Dianas

Datos

Comportamiento
en cancer

Referencias

cancer

experimentales

Induce junto a c-
myc linfoma en

(He, Thomson et

al. 2005; Iorio,
Ferracin et al.
2005; Johnson,

Sobreexpresién en E2F1, PTEN, ra:ro.nes, Grosshans et al.
£ BIM, F3, KIT transgénicos con 2005; Lee y Dutta
Claster 17-92 mama, /pulmén. ETV1, miR-17.92 Oncogenes 2007, N_[endell_
B est()maéo. coluﬁ. HIPK1. desarrollan = 2008; Dvinge. _Gn
PR : PIAS3, FLK- trastornos etal. 2013; Li,
PATSreas 1,EGR2 linfoproliferativos, Zhang et al. 2013;
regulacion negativa Li. Zhang et al.
de la angiogénesis 2013; Wu,
Takanashi et al.
2013)
(Sampson, Rong
So!:reexpresado en IL8, CXCLL, etal. 2007;
cancer de colon, ZEBL. ZEB2. Leskela, Leandro-
ovario, 2 > Implicado en Garcia et al. 2011;
infraexpresado en UG transicion epitelio Dependiente del tipo Osada
Cluster HOrEEE VEGFA, ey P D ay
i algunos tipos de mesénquima, de tumor, datos a Takahashi 2011;
miR-200 g FLT1,KDR, == e q
cancer de.mama VEGFR1 Iegulfu:mn de_ la veces contradictorios. Teruel, Perez-
(fenotipo o angiogénesis Sanchez et al.

g VEGFR2, X
mesenquimal, TUBB3 2011; Pecot,
metaplésico). Rupaimoole et al.

2013)
(Volinia, Calin et
al. 2006;
Voorhoeve, le
Sage et al. 2007;
Garzon, Calin et
Infraexpresado en C-MYC, Inductor de al. 2009;
let-7-a-b-b y-d | cancer de mama y de RAS, U Supresores de tumores Yamashita,
pulmoén HMGA2 pop! Yamamoto et al.
2012; Toiyama,
Hur et al. 2013;
Wu, Yang et al.
2013; Xu, Xu et
al. 2013)
(Calin, Ferracin et
al. 2005 Ciafre,
gy G
: ; Volinia,
miR-21 °°1,°’t"te“1‘l’,m:§°’ Pé%c?;m I“dﬁ,cf.‘” Oncogén Calin et al. 2006;
pm;;ﬂzgi © : CESDRSES: Meng, Henson et
glioblastor’na al. 2907; Frankel,
Christoffersen et
al. 2008)
(Yanaihara,
Caplen et al.
2006; Zhu, Si et
Sobreexpresado en Promotor de al. 2007; Yu,
e am tumores testiculares, LATS2. tumorogénesis en : Ohuchida et al.
miR-572 y.375 de colon, gliomas y TNFAIP1 cooperacion con Oncogén 2010; Yin, Wang
hepatocarcinomas RAS etal. 2013;
Zhang, Xu et al.
2013; Zhou, Li et
al. 2013)
(Metzler, Wilda et
al. 2004; Iorio,
Ferracin et al.
2005; Kluiver,
Poppema et al.
- e Sobreexpresado en Inductor de . 2005; Volinia,
RS leucemiaspy linfomas ot linfoproliferacién Occezen Calin et al. 2006;
Yanaihara,
Caplen et al.
2006; Thai,
Calado et al.
2007; Costinean,
Sandhu et al.
2009; Johansson,
Berg et al. 2013)
(Chang, Wentzel
Infraexpresado en CDK4, stal. 2007, He.,
2 He et al. 2007
miR-34a-b y -¢ . e CDK6, Induc"tc_vres Supresores de tumores Raver-Shapira,
colon, hepitico y CCNE2, apoptoticos .
pancreas E2F3, BCL2 Marciano et al
’ 2007; Yang, Li et
al. 2013)
(Calin, Ferracin et
al. 2005; Torio,
Ferracin et al.
I:;T;pd’:m" . T%Nliw h;{g:u, Inductores 2005; F{maﬂ;lam,
. ~ i s, apoptoticos, Caplen et al.
miR-29a, -b y -¢ mlangi;z:(l:l;lrg:;’mas . PIK3RI, dismim{yen_ Supresores de tumores 2006 Mon,
leucemias CDC42 tumorogénesis Kobayashi et al.
2007; Park, Lee et
al. 2008; Tan, Wu
ctal. 2013)
(Calin, Dumitru et
al.2002;
Inductor e e .
apoptotico, Clmmmc_n, (':‘alm et
disminuye al. 2005; Linsley,
. - Inﬁae}_{pr_esado{e_n BCL-2, WT1, tumorogénesis, su o et_al.
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Papel de los circRNAs en el cancer

El papel que podrian jugar los circRNAs en el
cancer es a dia de hoy desconocido. Si se realiza una
busqueda exhaustiva en los principales motores de
busqueda, la falta de informacién sobre los circRNAs
contrasta con las mas de 200.000 publicaciones que
se pueden encontrar sobre miRNAs. Si bien los RNA
circulares se conocen desde hace décadas, su vincu-
lacién con los microRNAs es (salvando las recientes
publicaciones) practicamente desconocida (Hansen,
Kjems et al. 2013). Aun asi, en los circRNA cuya fun-
cion sea la regulacion de miRNAs y puesto que éstos
altimos estan implicados en el cancer, algunas fun-
ciones que se podria esperar que desempenasen en el
cancer serian varias: (1) CircRNAs que actuasen co-
mo represores de miRNAs que controlan la expresion
de oncogenes. En este primer caso se podria utili-
zar el término oncocircRNA, ya que favoreceria la
expresion de oncogenes que a su vez favorecerian la
progresién tumoral y en definitiva, esta molécula ac-
tuaria a su vez como un oncogén. (2) CircRNAs que
actuasen como represores de miRNAs que controlan
la expresion de genes supresores de tumores. En este
caso, el circRNA perjudicaria la progresién tumoral y
podriamos hablar de circRNAs supresores de tumo-

(1

OncocircRNA

)
mlRNA supresor
de tumores

res. (3) Probablemente existan circRNAs que posean
sitios de unién para varios miRNAs a la vez, en cu-
yo caso podrian tener propiedades pleiotrépicas. (4)
Podriamos encontrar muchos circRNAs que afectasen
a miRNAs beneficiosos o perjudiciales para ciertos
tumores que no afectasen en absoluto a otros, ya que
los niveles de expresion de microRNAs varian mucho
de unos tumores a otros, e incluso de unos subtipos
moleculares a otros. Muchos circRNAs probablemen-
te regularian microRNAs que no serian relevantes
en progresion tumoral, resistencia, etc. También en-
contrariamos miRNAs cuya funcién seria la neutra-
lizacion de circRNAs, con lo cual el resultado en el
contexto del cancer dependeria de si el circRNA que
es neutralizado por el miRNA actuase como oncocir-
cRNA o como circRNA supresor de tumores (Figura
2). El primer articulo en el que se demostré in vitro la
utilizacién de RNA circular como esponja de miRNAs
fue publicado poco antes del cierre de este articu-
lo. Los autores construyendo un vector de expresién
adecuado bajo el control del promotor del CMV con-
siguieron expresar un RNA circular con los sitios de
unién para miR-21 y miR-221 y demostraron que éste
mostraba accion antitumoral in vitro en células de
melanoma (Liu, Cui et al. 2013).

Oncogén
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circRNA supresor
de tumores
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propiedades
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Figura 2. Modelos hipotéticos de regulacién de circRNA/miRNA en cancer. (1) Un circRNA secuestra y bloquea a un miRNA que acttia como

supresor de tumores reprimiendo la expresion de genes esenciales para el tumor (en este caso podriamos hablar de un oncocircRNA). (2) Un

circRNA secuestra y bloquea a un oncomiR que a su vez actda reprimiendo la expresion de genes cuyos productos perjudican al tumor (en

este caso hablariamos de un circRNA supresor de tumores). (3) En el caso de existir circRNAs con sitios de uniéon para distintos miRNAs,

probablemente tendrian propiedades pleiotrépicas, con lo cual el papel que podrian jugar en el en cadncer dependeria del contexto. (4) Existen

mRNAs que son capaces de degradar a circRNAs (probablemente el mecanismo sea altamente especifico) con lo cual podrian actuar al igual

que ocurre con los circRNAs como oncomiR o como miRNA supresor de tumores por un mecanismo indirecto.
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MicroRNAs como agentes terapéuticos

El desarrollo basico que precede a los ensayos
clinicos con microRNAs esta avanzando vertiginosa-
mente. Sin embargo, a dia de hoy solo hay dos te-
rapias basadas en miRNA probandose en humanos.
El primer miRNA que entré en un ensayo clinico en
cancer es un mimic (RNA de doble cadena quimi-
camente modificado que mimetiza la accién de un
microRNA endégeno) del miR-34 humano, para su
uso en cancer de higado primario no operable o me-
tastasico. Patentado por la compafiia biofarmacéutica
Mirna Therapeutics, Inc. bajo el nombre de MRX34,
esta incluido dentro de liposomas que facilitan la in-
troduccion del mismo dentro de las células afectadas.
Mir-34 es un miRNA supresor de tumores que apa-
rece silenciado o infraexpresado en muchos tumores
s6lidos y hematolégicos. Actiia a nivel de la ruta de
p53 inhibiendo el crecimiento celular por represion
de los oncogenes MYC, MET, BCL-2, SIRT1, BIRC5 y
WNT entre otros, promoviendo la detencién del ciclo
celular, senescencia y apoptosis. Ademas sensibiliza
las células tumorales disminuyendo su quimiorre-
sistencia a los agentes antitumorales (He, He et al.
2007; Kim, Kim et al. 2011; Ahn, Gibbons et al. 2012).
La estrategia que se persigue con MRX34 es la de
aumentar los niveles de expresion de miR-34 en las
células tumorales hasta los niveles que presenta el te-

Preclinicos
(primates
no humanos)

Preclinicos
(roedores)

Let-7
miR-16
miR-10b
miR-21
miR-103
miR-107
miR-182
miR-380-5p
miR-15a
miR-195
miR-208
miR-451

Clinicos
(Fase 1)

miR-34a

jido sano, tratando de conseguir sensibilizar al tumor
frente a los agentes quimioterapicos normales y silen-
ciar sus oncogenes diana. En los ensayos clinicos con
ratones con hepatocarcinoma los resultados fueron
prometedores, y queda pendiente conocer su efectivi-
dad en humanos. Actualmente se encuentra en fase I.
La misma compaiiia tiene al menos siete candidatos
mas que se encuentran en fases previas de desarrollo.

Otro campo donde se esta estudiando el poder te-
rapéutico de los microRNAs es en el de la virologia.
El primer silenciador de un microRNA que entré en
un ensayo clinico con humanos fue un inhibidor de
miR-122 (Miravisen o SPC3649, Santaris Pharma).
Se trata de un oligonucleétido modificado diseniado
para silenciar la expresiéon de miR-122; que a su vez
es esencial para la capacidad infectiva del virus de
la hepatitis C (HCV), aunque el mecanismo exacto
de este proceso no es bien conocido. Se ha sugerido
que miR-122 interacciona con dos sitios semilla en la
region 5’ no codificante del HCV, induciendo la expre-
sién de transcritos virales, una funcién distinta a la
funcién clasica de los miRNA (Jopling, Yi et al. 2005;
Jopling, Norman et al. 2006). El estudio se encuentra
actualmente en fase II en pacientes infectados con
HCYV croénico que no responden al tratamiento con in-
terferon pegilado alfa/ribavirina (Figura 3).

Clinicos
(Fase 2)

miR-122

Figura 3. MicroRNAs en estudios preclinicos avanzados y en ensayos clinicos. En azul se muestran miRNA mimics. En negro se muestran

inhibidores o antimiRs.
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.CircRNAs como agentes terapéuticos?

Apenas se conocen las implicaciones que los cir-
cRNAs podrian tener en cancer, por tanto, casi todo
lo que se pueda conjeturar sobre su potencial uso te-
rapéutico es meramente especulativo, pero aun asi,
dado el reciente descubrimiento de su papel como es-
ponjas de microRNA y su recientemente demostrado
papel antitumoral in vitro en el caso de miR-21 y
miR-221 en melanoma (Liu, Cui et al. 2013), se pue-
de inferir de sus funciones reguladoras de microRNAs
algunas aplicaciones futuras en clinica. Dado su efec-
to represor sobre los miRNAs, una posible aplicacion
seria la de utilizarlos como silenciadores de oncomiRs
en cancer. Un oncomiR es un microRNA o conjun-
to de ellos que actian como un oncogén, es decir,
que poseen la capacidad de alterar las células nor-
males, transforméandolas en tumorales. Un ejemplo
de oncomiR es el clister miR-17-92, que posee fun-
ciones pleiotrépicas (Olive, Li et al. 2013). Algunos
integrantes de este cluster tales como el miR-18a po-
seen funciones oncogénicas, promoviendo progresion
tumoral (Luo, Dai et al. 2013; Wu, Takanashi et al.
2013). En este contexto, una posible accién terapéuti-
ca basada en circRNAs seria introducir en las células
tumorales via liposomal un circRNA que incluyese
numerosos sitios de union para miR-18a. Esta apro-
ximacion conllevaria varios pasos a seguir: (1) descu-
brir un circRNA con sitios de unién para miR-18a, (2)
demostrar su efecto funcional in vitro, (3) probar su
eficacia in vivo en animales y (4) demostrar que su
efecto es beneficioso en humanos y con pocos efectos
adversos. En caso de no encontrarse, una alternativa
que podria ser atractiva seria la de disefnar circRNAs
artificiales que contuviesen la secuencia de unién re-
petida un namero alto de veces. La ventaja que podria
poseer la utilizacién de circRNAs frente a otros silen-
ciadores convencionales (inhibidores y antimiRs) es
que los circRNAs son mucho mas resistentes a la ac-
cién de las RNAsas celulares que el RNA linear, por
lo que probablemente se podrian aplicar dosis meno-
res que las de silenciadores (menor dosis pero mayor
efecto por poseer multiples sitios de unién) y ademas
su efecto seria mucho mas prolongado en el tiempo
(Figura 4). Las desventajas que podria presentar el
uso de circRNAs también son desconocidas, aunque
podrian incluir efectos adversos indeseados inheren-
tes al bloqueo de las funciones del miRNA diana sobre
otros marcadores no caracterizados o a funciones aun
desconocidas.

En definitiva, los RNA circulares son junto a otros
ncRNAs recientemente descritos una nueva y apasio-
nante frontera que cruzar, con muchos conocimien-
tos ocultos que ofrecernos en el campo de la biologia
molecular, que probablemente tendran en un futuro
proximo aplicaciones importantes en la lucha contra
el cancer.

Vector de transporte
basado en liposomas o virus

Genes supresores de tumores
Pro-apoptéticos
Reparacion del DNA
Reguladores de ciclo celular
Sensibilidad a agentes
quimioterapicos

O

Figura 4. Posible estrategia anticancerigena basada en circRNAs.

(1) Un circRNA especifico para silenciar un oncomiR y con multi-
ples sitios de unién es introducido en un vector adecuado (2) que
permita su transporte a través del sistema circulatorio (3) hasta
la célula tumoral que sobre-expresa un oncomiR que le confiere
mayor resistencia y agresividad (4). Se puede conseguir mayor
especificidad del vector incluyendo proteinas (por ejemplo anti-
cuerpos) en su superficie que reconozcan proteinas de superficie
en la célula tumoral. (5) El circRNA liberado en la célula diana
secuestra al oncomiR interrumpiendo su efecto de silenciado sobre
marcadores cuya expresion sensibiliza, dafia o destruye al tumor
(por ejemplo genes supresores de tumores, de sensibilidad a agen-
tes quimioterapicos, de control de ciclo celular, apoptéticos, etc.).
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