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Introducciéon

El cancer se produce por una proliferacién celular
descontrolada y autonoma que destruye los tejidos,
siendo una de las principales causas de muerte en el
mundo. Esto se debe, en parte, a la falta de herra-
mientas para una detecciéon precoz. Determinar con
precision etapas tempranas de un tumor podria ayu-
dar a reducir la alta mortalidad que esta enfermedad
produce. En los ultimos afos, una gran cantidad de
trabajos han estudiado el papel de los microRNAs
(miRNAs) en enfermedades humanas, y casi la mi-
tad se centran en el area del cancer (Trends in the
microRNA Marketplace, 2008) (Figura 1). En este
contexto, algunos miRNAs pueden actuar como onco-
genes y/o como supresores de tumores. Se ha observa-
do que la expresion aberrante de un gran numero de
miRNAs puede contribuir al desarrollo de esta enfer-
medad. La identificacién de estas alteraciones y los
perfiles de expresion de miRNAs proporcionan una

gran cantidad de informacion que cada vez cobra mas
importancia como herramienta diagnéstica y podria
dar lugar al establecimiento de nuevos biomarcado-
res (Kosaka, Iguchi et al. 2010).

Los miRNAs son pequefios RNAs no codificantes
implicados en la regulaciéon génica. Fueron identifi-
cados por primera vez en Caenorhabditis elegans a
principios de la década de 1990 (Lee, Feinbaum et
al. 1993), y fue once afios mas tarde cuando Calin y
colaboradores correlacionaron por primera vez abun-
dancia de miRNA y enfermedad humana, en parti-
cular en leucemia de células B (Calin, Dumitru et
al. 2002). Desde entonces, varios avances han puesto
de manifiesto el papel de los miRNAs como molécu-
las importantes en el control de la regulacion post-
transcripcional en procesos fisiolégicos y patologicos
(Figura 2).
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Figura 1. Estudios de miRNAs realizados, por areas de conocimiento, desde su descubrimiento hasta la actualidad (adaptado de Trends in

the microRNA Marketplace, 2008).
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Figura 2.Cronologia de algunos de los grandes acontecimientos en el campo de los miRNAs desde su descubrimiento hasta la actualidad.
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Hasta la fecha se ha demostrado la implicacién
de miRNAs en el desarrollo de tejidos, diferenciacién
celular (Stefani y Slack 2008), apoptosis (Spizzo, Ni-
coloso et al. 2010), metabolismo de grasas y lipidos
(Poy, Eliasson et al. 2004), exocitosis, divisién y di-
ferenciacion de células madre (Shcherbata, Hatfield
et al. 2006), y en el desarrollo de diferentes enfer-
medades, entre ellas el cancer (Spizzo, Rushworth et
al. 2009). En definitiva, en todos aquellos procesos
que requieren una buena regulacién de la expresion
génica en espacio y tiempo para su correcto funciona-
miento.

Biogénesis y funcion de miRNA

La biogénesis de los miRNAs comienza en el
nucleo, con la transcripcion de los genes de miRNAs
por la RNA polimerasa II. Los transcritos primarios
de miRNA que se generan se denominan pri-miRNA,
contienen un capuchén 7-metil guanosina en el ex-
tremo 5’ y una cola poli A en el extremo 3. Estas
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Figura 3. Biogénesis, funcién y transporte de miRNAs.

Sin embargo, los dltimos estudios parecen indi-
car que la regulacion negativa por miRNAs ocurre
mediante represién, deadenilacién y degradacién del
mRNA (Djuranovic, Nahvi et al. 2012), aunque la
contribucién y el orden de cada uno de estos meca-
nismos siguen sin estar claros. Djuranovic y cola-
boradores encontraron que los miRNAs median el
silenciamiento de sus dianas, en células S2 de Dro-
sophila melanogaster, en primer lugar inhibiendo la

modificaciones son marcas o seiiales de la transcrip-
cién mediada por la polll (Bartel 2004).

Los largos transcritos primarios (pri-miRNA) son,
en un primer lugar, procesados por la enzima Drosha
en el nucleo, dando lugar a intermediarios con forma
de horquilla (pre-miRNA). Estos pre-miRNA son re-
conocidos y exportados desde el ntcleo al citoplasma
mediante la proteina transmembrana nuclear Expor-
tina 5, dependiente de Ran-GTP (Yi, Qin et al. 2003).
Una vez en el citoplasma, los pre-miRNA son some-
tidos a un segundo paso de division mediado prin-
cipalmente por la enzima Dicer, dando lugar a los
miRNAs maduros, un duplex de RNA de doble cade-
na y pequefio tamaio (19-25 nucleétidos por cadena)
que contiene dos miRNAs. Los miRNAs maduros son
incorporados en el complejo RISC (RNA-induced si-
lencing complex). El complejo RISC-miRNA se dirige
a sus dianas especificas para modular negativamente
la expresion génica (Bartel 2004).
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traducciéon del mensajero y, posteriormente, esto se
consolida por deadenilacién del mRNA y en dltimo
lugar por su degradacién, lo que pone de manifiesto
que los tres mecanismos ocurren en un tnico proceso,
siguiendo un orden, al parecer, predeterminado (Dju-
ranovic, Nahvi et al. 2012). A pesar de estos estudios,
los mecanismos por los cuales los miRNAs regulan
de forma negativa sus mensajeros diana siguen sin
conocerse con claridad y pueden diferir dependiendo
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de la situacién, el organismo o el tipo celular. Por lo
tanto, son necesarios mas estudios para consolidar
el conocimiento de como llevan a cabo su funcion los
miRNAs (Bazzini, Lee et al. 2012).

A menudo, en los mRNA diana de un animal hay
multiples sitios complementarios que corresponden
al mismo miRNA; en esos casos, la accion cooperativa
hace que la inhibicion sea mas eficiente (Doench y
Sharp 2004). Por otro lado, un miRNA por lo general
inhibe multiples mRNA diana. Esta propiedad per-
mite a los miRNAs regular muchos genes en una ruta
o proceso fisiolégico al mismo tiempo.

Origen y funcion de los miRNAs circulantes

En 2008 se descubri6é que los miRNAs no solo se
encuentran en el interior celular sino que también
estan presentes en diversos fluidos corporales, como
la sangre (Figura 2) (Mitchell, Parkin et al. 2008).
Es bien conocido que estos miRNAs extracelulares
son muy estables a la accién de las ribonucleasas
presentes en suero o plasma (Li, Zhu et al. 2012).
Esta sorprendente estabilidad se debe a que los miR-
NAs circulantes van envasados en microparticulas
como exosomas, microvesiculas o cuerpos apoptéticos.
También se pueden transportar formando complejos
con lipoproteinas (en su mayoria HDL) o asociados
a proteinas de unién como Argonauta 2 (Ago2) o nu-
cleoplasmina 1 (NMP1), protegiéndose asi de la de-
gradacion (Figura 3) (Creemers, Tijsen et al. 2012).

La presencia de miRNAs en microparticulas ha
llevado a la idea de que los miRNAs circulantes
podrian tener una funcién en la comunicacién en-
tre células. Si este es el caso, los miRNAs deben de
ser selectivamente envasados en los transportadores
apropiados y activamente secretados. En segundo lu-
gar, los miRNAs deben ser transferidos a las células
receptoras especificas y en tercer lugar y lo mas im-
portante, estos miRNAs deben conservar la capacidad
de reconocer y reprimir los mRNA diana dentro de las
células receptoras. Aunque en la actualidad se sabe
poco acerca de como los miRNAs se empaquetan y se
exportan de forma selectiva hay estudios que parecen
demostrar una secrecion selectiva y especifica de ca-
da tipo de 6rgano o tipo celular (Boon y Vickers 2013).

En este sentido, un tumor puede comportarse co-
mo un 6rgano y liberar miRNAs de forma selectiva al
torrente sanguineo. Muchos de estos miRNAs circu-
lantes cancer-especificos se han encontrado en dife-
rentes etapas de la enfermedad. Ademas, las células
tumorales, de la misma manera que muchos otros ti-
pos celulares, secretan microvesiculas que contienen

miRNAs especificos, que pueden tener funciones im-
portantes en el transporte de la informacion génica
de las células tumorales a las células circundantes y
apoyar el crecimiento y la progresion del tumor (Tur-
chinovich, Weiz et al. 2012). Estas observaciones han
establecido la base molecular para el diagndéstico pre-
coz de distintos tipos de canceres humanos mediante
la utilizacién de miRNAs circulantes.

Potencial de los miRNAs circulantes como
biomarcadores

Los marcadores tumorales que se utilizan actual-
mente estan basados en niveles de proteinas es-
pecificas en sangre, como son el antigeno especifico
de proéstata (PSA), o el antigeno carcinoembrionario
(CAE), entre otros muchos (Goldstein y Mitchell 2005;
Loeb y Catalona 2007). Sin embargo, la mayoria de
estos marcadores carecen de sensibilidad y especi-
ficidad, detectandose ocasionalmente en situaciones
benignas y en distintos tipos de cancer. Ademaés, los
enfoques actuales de deteccion del cancer son invasi-
vos y es dificil identificar la enfermedad en sus pri-
meras etapas. De ahi el gran interés en la busqueda
de nuevos biomarcadores sensibles y especificos de
cada tipo de tumor, que permitan detectar cambios
neoplasicos tempranos y dar un diagnédstico inicial
del cancer (Healy, Heneghan et al. 2012).

Los miRNAs circulantes son buenos candidatos
para ser una nueva clase de biomarcadores no invasi-
vos para diagnoéstico, prondstico e incluso evaluacion
terapéutica del cancer (Figura 4) por varias razones:
la recogida de sangre es reproducible y no invasi-
va, ademas los miRNAs presentes en plasma y suero
tienen una gran estabilidad. Por otro lado la desregu-
lacion de la expresién de miRNAs se ha asociado con
cancer y perfiles de expresion de miRNAs en sangre
parecen ser especificos de tejido, por ejemplo miR-122
se expresa preferentemente en higado y miR-133 en
musculo (Etheridge, Lee et al. 2011; Weiland, Gao
et al. 2012). También hay que resaltar que distin-
tos laboratorios que estudian una misma enfermedad
encuentran los mismos miRNAs circulantes como po-
tenciales biomarcadores, lo que fortalece la idea de
que los miRNAs pueden ser validos para diagndsti-
co de cancer y otras enfermedades. Ademas, muchos
estudios individuales confirman que los niveles circu-
lantes de miRNAs recuperan los niveles basales tras
la eliminacién quirurgica del tumor, y otros trata-
mientos médicos, lo que pone de manifiesto la posible
utilidad de miRNAs circulantes como biomarcadores
de eficacia de un tratamiento (Weiland, Gao et al.
2012).
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Figura 4. MiRNAs circulantes y cdncer: nuevas fronteras del diagnéstico, pronéstico y terapia.

A pesar de todos los avances y resultados alen-
tadores sobre el uso de miRNAs circulantes como
futuros biomarcadores, todavia es necesario resolver
algunas cuestiones. La extraccion de miRNAs extra-
celulares no es una tarea facil, ya que se encuentra
en cantidades bajas en la sangre y la falta de norma-
lizadores enddgenos fiables dificulta la cuantificacién
especifica de miRNAs circulantes. De momento, no
existe un consenso en cuanto a la metodologia a se-
guir, la obtencion y preparacién de las muestras y el
método de cuantificacion y normalizacion de los re-
sultados. Por tanto, es necesaria la estandarizacién
de protocolos para el desarrollo de miRNAs circulan-
tes como nuevos biomarcadores (Etheridge, Lee et al.
2011; Ajit 2012; Weiland, Gao et al. 2012).

MiRNAs circulantes en distintos tipos de
cancer

La investigacion en éste area sobre el uso de miR-
NAs extracelulares como prometedores biomarcado-
res ha generado gran interés y es un campo de rapido
crecimiento.

El grupo de Lawrie y colaboradores fue el primero
en describir la existencia de miRNAs en suero, me-
diante su deteccién en la circulaciéon de pacientes con
linfoma difuso de células B grandes. En su estudio
identificaron tres miRNAs: miR-21, miR-155 y miR-
210, que estaban sobreexpresados de forma conside-
rable en pacientes con dicha enfermedad (Lawrie, Gal
et al. 2008) (Tabla 1). Estudios posteriores de Healy
y colaboradores (Healy, Heneghan et al. 2012) revela-
ron que los niveles elevados de miR-21 se asociaban
ademads con un aumento del periodo de superviven-
cia libre de recaida. También se han descrito miRNAs
circulantes en otros tipos de cancer; en un estudio que
incluia pacientes con cancer de mama se observé que

los niveles de miR-195 y let-7a estaban muy elevados
(Tabla 1) y que tras 2 semanas de cirugia, los niveles
de estos dos miRNAs se reducian de forma signi-
ficativa, equiparandose con los niveles de miRNAs
presentes en controles sanos. De forma paralela, se
estudiaron los perfiles de expresion de estos miRNAs
en muestras de sangre de pacientes con otros tipos de
tumores, entre ellos carcinoma de células renales, me-
lanoma y tumores colorrectales, encontrandose que
miR-195 sé6lo aparecia sobreexpresado en los pacien-
tes con cancer de mama, lo que ponia de manifiesto la
existencia de miRNA-cancer especificos (Heneghan,
Miller et al. 2010). Por otro lado, Roth y colaboradores
identificaron 3 nuevos miRNAs circulantes: miR-155,
miR-10b y miR-34a que también estaban sobreexpre-
sados en pacientes con cancer de mama respecto a
controles sanos. (Roth, Rack et al. 2010) No obstante
la sobreexpresiéon de miR-10b y miR34a se detecté en
todas las fases del cancer, incluso en fases avanzadas
con metastasis. Sin embargo, parece ser que miR-155
es el unico capaz de discriminar un cancer de mama
no metastasico.

Cabe destacar que recientes microarrays han
identificado la expresiéon anormal de 26 miRNAs en
plasma de pacientes con cancer de mama frente a
controles (Zhao, Shen et al. 2010). El analisis in si-
lico predijo que estos miRNAs podrian regular vias
esenciales de la formacion y progresion de cancer de
mama. En otro estudio, los perfiles de miRNAs en
muestras de suero de pacientes con cancer de mama
mostraron que miR-21, miR-106a y miR-155 estaban
sobreexpresados, tanto en la masa del tumor como
en el suero, mientras que otros miRNAs, como miR-
126, miR-199a y miR-335 estaban infraexpresados en
comparacién con controles sanos (Wang, Zheng et al.
2010).
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Los miRNAs circulantes también se han descri-
to en el hepatocarcinoma celular (HCC), este tipo
de cancer representa el 80-90malignos primarios y
supone la quinta enfermedad neoplasica de mayor
incidencia y la tercera causa de muerte por cancer.
A pesar de conocer los principales factores de riesgo
como hepatitis B o C, consumo abusivo de alcohol o
la esteatosis, la supervivencia global de los pacientes
(alrededor de 6 meses) no se ha conseguido mejorar
sustancialmente en las ultimas dos décadas. La prin-
cipal razon es el avanzado estado de la patologia en
el momento del diagnéstico, lo que pone de manifiesto
la urgente necesidad de desarrollar nuevos métodos
de deteccién precoz en la poblacién de riesgo y de
desarrollar métodos terapéuticos innovadores. Mura-
kami y colaboradores (Murakami, Yasuda et al. 2006)
estudiaron la expresion de miRNAs en 25 pares de
muestras de HCC y tejidos no cancerosos adyacentes
y 9 muestras de hepatitis crénica adicionales. Como
resultado, dos miRNAs (miR-18 y miR-224) se en-
contraron sobreexpresados en los tejidos con HCC,
mientras que cinco (miR-199, miR-200a, miR-125a
y miR-195) aparecian infraexpresados en compara-
cién con los tejidos normales. Ademas otro grupo de
investigadores describié mas tarde que altos niveles
de mir-224 y bajos niveles de miR-122a y miR-422b
eran frecuentes en HCC (Ladeiro, Couchy et al. 2008).

Con el fin de desarrollar biomarcadores no invasi-
vos para HCC, Li y colaboradores (Li, Hu et al. 2010)
investigaron la expresion de miRNAs en el suero de
513 sujetos, que incluian 135 pacientes con infeccién
por virus de la hepatitis B (VHB), 48 sujetos con infec-
cion por virus de la hepatitis C (VHC), 120 pacientes
con HCC y 210 controles sanos. Los hallazgos sugirie-
ron que los miRNAs: mir-25, mir-375, let-7f podrian
separar claramente los casos de HCC de los contro-
les sanos. Por otra parte, el miR-375 presentaba un
96 % de especificidad y un 100 % de sensibilidad en el
diagnéstico de HCC. En resumen, los miRNAs circu-
lantes podrian servir como novedosos biomarcadores
en la deteccion de precoz de HCC.

En cuanto al cancer gastrico, en un estudio de
un total de 69 pacientes y 30 controles se detectaron
diferencias significativas en los niveles plasmaticos
de expresion de 4 miRNAs; miR-17-5p, miR-21, miR-
106a y let-7a (Tsujiura, Ichikawa et al. 2010/) (Tabla
1). Sin embargo dichas diferencias se redujeron con-
siderablemente tras un mes después de la cirugia.
Zhouet y colaboradores demostraron también que pa-
cientes con cancer gastrico no operados mostraban
niveles elevados de miR-106a y miR-17 en compa-
racion con pacientes con cirugia y controles sanos.
(Zhou, Guo et al. 2010).

Tipo de cancer miRNAs Referencias
mir-17-3p, mir-21, mir-106a,
mir-146, mir-155, mir-191, mir-

Cancer de pulmén 192, mir-203, (Yanaihara, Caplen et al. 2006)
mir-205, mir-210, mir-212 vy

mir-214

Linfoma de células
B

miR-21, miR-155 y miR-210

(Lawrie, Gal et al. 2008)

Cancer de mama

miR-195, let-7a, miR-155, miR- (Heneghan, Miiler et al. 2010;
10b y miR-34a

Roth, Rack et al. 2010)

Cancer gastrico miR-17-5p

miR-21, miR-106b, let-7a vy

(Tsujiura, Ichikawa et al. 2010/)

Cancer pancreatico

miR-200a y miR-200b

(Li, Omura et al. 2010)

Hepatocarcinoma
celular

miR-16, miR-199a y miR-195

(Qu, Zhang et al. 2011)

Céncer de proéstata

miR-375 y miR-141

(Tsujiura, Ichikawa et al. 2010/;
Brase, Johannes et al. 2011)

Cancer colorrectal

miR-92a

mir-92, miR-17-3p, miR-29a y

(Ng, Chong et al. 2009)

Tabla 1: Ejemplos de miRNAs circulantes en diferentes tumores malignos.

El papel de los miRNAs circulantes en el cancer
pancreatico es también novedoso, dado que se ha des-
crito que tanto miR-200a como miR-200b muestran
papeles conocidos en el proceso de transicién epitelial
a mesenquimal. Ademas se ha demostrado la pre-
sencia de niveles elevados significativos de estos dos
miRNAs en el suero de estos pacientes en compara-
cion con el de controles sanos (Li, Hu et al. 2010) (Ta-
bla 1). Estos dos miRNAs también resultaron estar
sobreexpresados en los casos de pancreatitis crénica,

lo que indicaria que a pesar de su posible utilidad
en la deteccion de una patologia pancreatica carecen
de especificidad para discriminar el estado de cancer
pancreatico.

En cuanto al cancer de pulmoén, es uno de los mas
comunes en el mundo y ademas el CPCP (cancer pul-
monar de células pequenas) es de muy rapido cre-
cimiento. A pesar de la inmensa investigacién para
hallar nuevos métodos de deteccion y tratamiento, el
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pronéstico de este tipo de cancer sigue siendo pobre.

Hu y colaboradores (Hu, Chen et al. 2010) rea-
lizaron un estudio de asociacién del genoma sobre
expresion de miRNAs en suero, con el fin de desarro-
llar marcadores tumorales serolégicos que ayudasen
a predecir la supervivencia del cancer de pulmon.
Estos miRNAs fueron posteriormente validados por
gqRT-PCR en 243 muestras de suero de pacientes con
CPCP. Se detect6 que una baja supervivencia se aso-
cia con la sobreexpresion de miR-30d y miR-286 junto
con una infraexpresiéon de miR-1 y miR-499. En esta
linea, un estudio de microarrays de expresién génica
de 11 muestras de suero de pacientes con CPCP y
11 controles sanos, identificé la sobreexpresion signi-
ficativa de miR-30d y miR-286 en pacientes en una
estadio temprano del cancer en comparacién con los
controles (Foss, Sima et al. 2011). Tras la validacion
por qRT-PCR se observé que estos miRNAs tenian
un 73% y 71 % de sensibilidad y especificidad respec-
tivamente para la identificacién de cancer de pulmén.

Conclusiones

Todos los estudios mostrados ponen de manifiesto
que el analisis de miRNAs circulantes en pacientes
con distintos tipos de cancer constituye una herra-
mienta util para la identificacién de marcadores de
deteccion precoz de un tumor, que ademas presen-
tan un gran potencial para diagnéstico, prondstico y
terapia del cancer y posiblemente de otras muchas
enfermedades (Figura 4). Sin embargo, hay que tener
en cuenta los problemas metodolégicos que rodean
al mundo miRNA extracelular y no olvidar que la
estandarizacién de protocolos es necesaria para el
desarrollo de estas pequenas moléculas como biomar-
cadores importantes en cancer.
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