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ARTICULO DE REVISION

Rol biolégico y aplicaciones de los miRNAs en cancer de seno

Biological role and applications of miRNAs in breast cancer

Yeimy Viviana Ariza Mdrquez', Angela Patricia Beltrdn Lépez",

Ignacio Bricefio Balcdzar™"", Fabio Ancizar Aristizdbal

Resumen

Los miRNAs son pequeiios RNAs que participan en diversos procesos de regulacion génica, mediante ribointerferencia y
juegan un papel clave en diversos procesos bioldgicos, tales como proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis. En con-
secuencia, la expresion alterada de miRNAs contribuye a la enfermedad humana, incluyendo cancer. En esta revision, nos
centraremos en los recientes hallazgos de miRNAs que inciden en el desarrollo de cancer y particularmente en cancer de
seno, simultdneamente evaluaremos sus mecanismos de regulacion, su clasificacién, su uso como marcadores de invasion
tumoral, de sensibilidad a farmacos y adicionalmente exploraremos la utilidad de los miRNAs en el diagndstico, seguimien-
to y tratamiento individualizo. Finalmente encontramos que los miRNAs representan una gran alternativa para entender las
bases moleculares de los procesos tumorales implicitos en cdncer de seno y una vez se conozcan todas sus dianas, serd
posible dilucidar al menos en parte este proceso complejo y multigénico, ayudado mediante herramientas como la gene-
racion de bases de datos, para reportan la expresion diferencial de miRNAs, elementos que nos permitird realizar medicina
preventiva y mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus familias.

Palabras clave: cancer de seno, miRNAs, anti-oncomir, oncomir, regulacion post-transcripcional, RNAm.

Abstract

MiRNAs are small RNAs that are involved in various processes of gene regulation by RNAi and play a key role in various bio-
logical, such as cell proliferation, differentiation and apoptosis processes. Consequently, the altered expression of miRNAs
contribute to human disease, including cancer. In this review, we will focus on the recent findings of miRNAs that affect the
development of cancer, particularly breast cancer, simultaneously evaluate their regulatory mechanisms , their classification
, their use as markers of tumor invasion, drug susceptibility and further explore the utility of miRNAs in the diagnosis, moni-
toring and individualize treatment. Finally found that miRNAs represent a great alternative for understanding the molecular
basis of implicit tumor processes in breast cancer and once all targets are known, it will be possible to elucidate at least in
part this complex and multigenic process, aided by tools such as generation of databases, to report the differential expres-
sion of miRNAs, elements that allow us to preventive medicine and improve the quality of life of patients and their families.

Key words: breast cancer, miRNAs, anti-oncomir, Oncomir, post-transcriptional regulation, RNAm.

Recibido: abril 24 de 2013

Introduccién

En octubre de 2001 tres publicaciones de la revista
“Science”, indicaron el rol de pequefios ncRNAs o sR-
NAs (non coding o small RNAs, RNAs no codificantes
o pequenos, por sus siglas en inglés) en el desarrollo
del nematodo Caenorhabditis elegans (Lagos-Quintana

Aprobado: abril 4 de 2014

etal.,, 2001; Lau et al.,2001; Lee y Ambros 2001). Pos-
teriormente el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina
de 2006 fue concedido a Andrew Fire y Craig Mello
por su descubrimiento de los RNAs de interferencia
(RNAI) dentro de los que identificaron los siRNAs,
(small interfering RNA, en espanol ARN pequefio de
interferencia o ARN de silenciamiento), los micro
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ARN (miARN o miRNA por sus siglas en inglés), vy
los ARNs asociados a Piwi (Piwi-ARNs o piRNAs por
sus siglas en inglés), de los tres se identifico que su
mecanismo de accion es el silenciamiento génico me-
diado por RNAs de cadena sencilla, que siendo com-
plementarios a un RNA mensajero (RNAm), conducen
habitualmente a la degradacion de éste ultimo. En esta
revision exploraremos la biogénesis, caracteristicas y
dianas terapéuticas de los miRNAs, enfatizando en
cancer de seno.

Los miRNAs son moléculas claves en la regulacion
de diversos procesos celulares dentro de los que es
posible citar; proliferacion, diferenciacion, movilidad,
invasion, muerte celular, entre otras, (Li et al., 2010)
debido a esto, se ha generado un interés particular en
la investigacion del rol que pueden desempenar en
cancer. Junto a esto se han identificado como un me-
canismo clave del control post-transcripcional dentro
de las redes de regulacion génica. En consecuencia
ellos surgen como importantes mediadores en la tumo-
rogénesis, dando lugar a un cambio de paradigma en
oncologia donde se busca identificar posibles dianas
para encaminarnos hacia una medicina personalizada,
donde el uso de microarrays de miRNA ha permitido
la identificacion de un gran ndmero de miRNAs, como
biomarcadores para cancer. En esta via es interesan-
te reconocer que los miRNAs tienen una estabilidad
notable, en tejido embebido en parafina y muestras
de sangre con lo cual se perfilan como marcadores
tumorales para ser usados en medicina personalizada.

Mudltiples estudios han evidenciado que la expresion
anormal de uno o mas miRNAs, esta asociado con la
patogénesis de enfermedades humanas incluyendo
tumores sélidos y hematopoyéticos. (Calin y Croce
2006). El patréon de expresion de los miRNAs y per-
fil global de expresion de miRNAs es conocido como
“miRNoma” (Yong y Anindya 2009), y a partir de este,
se ha identificado que ciertos miRNAs pueden actdan
como oncogenes, genes supresores de tumor, incidir
en procesos metastasicos e incluso pueden actuar
como moduladores de células madre. En presencia
de una regulacion negativa de los miRNAs se les ha
encontrado actividad como supresores de tumor, en
contraste la acumulaciéon de subconjuntos de estos,
los involucra en funciones como oncogenes. Lo cual
ha sido evidenciado en diferentes estudios, como por
ejemplo la baja regulacion de let- 7 en cancer de pul-
mon (Takamizawa et al., 2004), eliminacién de miR-15
y miR-16 en leucemia linfocitica crénica (LLC) (Cim-
mino et al., 2005), y el hallazgo de miR-17-5p y miR-
20a en el control de la muerte celular y proliferacion
(O’Donnell et al., 2005; Croce CM 2009; Shimono et
al, 2009). De igual modo se ha reportado regulacion
transcripcional o epigenética de miRNAs en cancer
(Lujambio et al., 2007; Saito et al., 2006). En las investi-
gaciones actuales no sélo se identifican miRNA como
biomarcadores, sino que adicionalmente se determina
el gen que tienen como diana y los mecanismos sub-

yacentes que pueden estar involucrados. El rapido des-
cubrimiento de muchos de los blancos de los miRNA
y sus vias, ha contribuido al desarrollo de productos
terapéuticos basados en miRNA, pero los avances en
el desarrollo de farmacos a partir de secuencias anti-
sentido o siRNA se ha visto obstaculizado por la esta-
bilidad, la especificidad y los problemas de entrega al
RNAm diana.

En la dltima década, el nimero de genes humanos que
se sabe son regulados por miRNAs ha aumentado rapi-
damente (He y Hannon 2004; Chen C. Z., 2005), esto
mediante un ndmero creciente de estudios que han
demostrado que la expresion de miRNAs se correla-
ciona con patrones diferenciales que se ven afectados
por el tejido implicado y grado de especializacion, del
mismo modo se ha determinado que existe un patrén
de expresion diferencial entre los diversos tipos de can-
cer mediante estudios de cohortes que incluyen casos
y controles. (Lu et al., 2005). Hasta la fecha mas de
24.521 miRNAs precursores han sido registrados en
miRBase (Version miRBase 20) y se prevé que el 30%
de estos miRNAs, regulan genes codificantes de pro-
teinas en el genoma humano (Kent y Mendell 2006).

En cancer de seno se ha establecido que existen pa-
trones de expresion de miRNAs asociados al fenotipo
de los diferentes subtipos de cancer, donde el analisis
de los patrones de expresion de miRNA ha llevado a
la identificacion de firmas que pueden diferenciarse
del tumor de los tejidos normales (Lorio et al., 2005
y Blenkiron et al., 2007). Andlisis de RNAm objetivo
de miRNAs con expresion diferencial en los tejidos
normales y tumorales de seno, indica que su expre-
sion aberrante impacta la regulacion de las redes ce-
lulares importantes conocidas para conducir a cancer
de seno (O’Day E, Lal A 2010). Esto se sustenta en
la observacién de que varias caracteristicas de tumor
de seno clinicamente relevantes, como el tamano del
tumor, la afectacion ganglionar, invasion vascular, los
receptores hormonales y el estado de HER2, también
estan relacionados con la expresion de microRNAs
particulares (Lorio et al., 2005 ; Blenkiron et al., 2007 y
Lowery et al., 2009]. Ademas, los microARNs podrian
ser utilizados como marcadores de la potencial metas-
tasico de los tumores primarios de seno. (Tavazoie et
al,, 2008).

El cancer de seno es una enfermedad genética de fe-
notipo complejo, que representa a nivel mundial el
cancer mas comun en mujeres (Veronesi et al, 2005;
Alvarez RH. 2010) no obstante actualmente se cuenta
con herramientas que garantizan un mejor prondsti-
co debido a los avances en el diagnéstico, mediante
el examen clinico de la glandula, el autoexamen, la
mamografia, en la misma linea el manejo de las pa-
cientes en el tratamiento mediante radioterapia, qui-
mioterapia, hormonoterapia, acompanado del estudio
de la enfermedad para el entendimiento de las bases
genéticas de esta, con el fin de generar una medicina
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personalizada, donde se evalué en cada paciente su
carga genética y susceptibilidad asociada, ademas fac-
tores que puedan desencadenar riesgo a presentar la
enfermedad estan permitiendo mejorar el pronéstico
en dichas pacientes e incidir en el mejoramiento de la
calidad de vida de las mismas.

Esta revision recopila las publicaciones cientificas ori-
ginales mas importantes emitidas a la fecha, que repor-
tan la participacion de miRNAs en cancer, centrandose
en su incidencia en cancer de seno, explorando su po-
tencial como blancos terapéuticos y retos futuros.

Definicién de microRNA

miRNAs son una clase de RNAs no codificantes que
participan en la regulacion de la expresion génica. Los
miRNAs son fragmentos cortos de RNA, de 19 a 25
nucleétidos que se unen al RNAm objetivo donde in-
hiben su traduccion o causan la degradacion de este
(Bentwich et al., 2005). De acuerdo a la base de datos
de secuencias miRBase (publicada en junio de 2013,
version 20) mas de 24.521 miRNAs precursores han
sido registrados, de los cuales 30424 son productos
maduros de miRNAs, de 206 especies. Se prevé que
el 30% de estos miRNAs, regulan genes codificantes
de proteinas en el genoma humano. (Kent y Mendell
2006). A pesar de este gran nimero de miRNAs iden-
tificados, el RNAm destino y la funcién biolégica se ha
atribuido a s6lo unos de ellos. Con estos lineamientos
ha sido claramente demostrado que algunos miRNAs,
influyen en el desarrollo y progreso de cancer (Calin
y Croce 2006). Por lo tanto, la identificacion de la ex-
presion diferencial de miRNAs, estableciendo sus fun-
ciones asociadas con cancer y el desarrollo de formas
para modular sus actividades pueden producir podero-
sas estrategias terapéuticas contra el cancer.

Los miRNAs son secuencialmente transformados en
moléculas precursoras que son codificadas por genes
miRNA (Bartel DP 2004) (figura 1). Los genes que ge-
neran los miRNA estan conservados evolutivamente y
pueden estar situadas dentro de intrones o exones de
genes que codifican proteinas (70%) o en areas inter-
génicas (30%) (Rodriguez et al., 2004). La mayor parte
de los miRNAs intronicos o exdnicos se orientan en
paralelo con su gen anfitrion, lo que sugiere que se
transcribe de forma simultanea, mientras que el grupo
restante de miRNAs se transcribe de las regiones inter-
génicas o de genes que componen unidades indepen-
dientes de transcripcion (Rodriguez et al,, 2004).

Los genes miRNA se denominan con el mismo nombre
(mir) escrito en cursiva para distinguirlos de los miRNA
correspondientes al producto maduro (denominado
miR) seguido de un ndmero, por ejemplo, miR-1, los
miRNAs de similares secuencia se distinguen por una
letra adicional (a, b, c...) seguido del nimero del miR-
NA (por ejemplo, miR-125b). Un miRNA de secuen-
cia madura idéntica puede aparecer en varios loci del
genoma con secuencias de diferentes precursores. En

este caso, los genes miRNA diferentes se distinguen
por la adicién de otro ndmero (1, 2, 3...) al final (por
ejemplo miR-125b-1).

Biogénesis de los microRNAs

Los miRNAs son procesados a partir de un transcrito
de alrededor de 70 a 90 nucleétidos, el cual tiene una
estructura de “hairpin”, “hairpin loop” o “Stem-loops”
(Hutvanger y Zamore 2002) por la accion de la RNA
polimerasa Il. Los Stem-loops son RNA de cadena sen-
cilla, con una secuencia de nucleétidos que se pliegan
sobre si mismos para formar una doble hélice con una
region en la secuencia que presenta complementarie-
dad imperfecta, formando un lazo abierto en uno los
extremos, con un casquete (7-metilguanosina) en el
extremo 5”7 y una cola poli (A) en el extremo 3”. Los
transcritos primarios que contienen una sola estruc-
tura Stem-loops se les denominan monocistrénicos y
aquellos que poseen mas de un hairpin se les conocen
como policistrénico. Sin embargo, otras vias pueden
generar un conjunto menor de miRNAs, en especial
de repeticiones genémicas, por ejemplo, la RNA po-
limerasa Ill que es responsable de la transcripcion de
miRNAs en las repeticiones Alu. (Borchert et al., 2009).
Tras la sintesis, del pri-miRNA este se transforma inicial-
mente en el interior del ndcleo por la RNAsa Il (Dros-
ha) y el DGCR8 (proteina de union a RNA de cadena
doble, region critica DiGeorge) donde se da paso al
precursor miRNA (pre-miRNA) de ~ 70 nucleétidos fi-
gura 2a. (Lee et al,, 2003). Pri-miRNA es transportado
al citoplasma por el factor de exportacién nuclear (Ex-

EXPORTINA
RAN - GTP.

g:

Pre-miRNA
DOSHA / DGCR8
é % DICER

Inhibicién de la traduccion
D—
e @& w, [ =
RISC

Degradacion de RNAm

e

CUERPOS - P

Figura 1. Biogénesis de miRNAs. En la figura se muestra
como, a partir de la informacién genética contenida en el
ADN, se genera un pri-miRNA, que es reconocido por las
proteinas DROSHA/DGCRS, las cuales generan un pre-miR-
NA que al estar en el citoplasma es reconocido por DICER,
que genera un duplex sin bucle, donde posteriormente solo
quedara una hebra que se encargard de guiar el RNAm a la
inhibicién de su expresién o lo llevara a ser degradado a los
cuerpos P.
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portin-5/Ran-GTP), donde se procesa a través de una
serie de cortes por la endonucleasa RNAsa lll, Dicer
TRBP / y Ago2 para generar un diplex miRNA madu-
ro de 17-25 pb, figura 2b.(Bentwich I, 2005). El duplex
miRNA es procesado por la helicasa A quedando un
miRNA de cadena simple llamada hebra guia y degra-
dandose la segunda hebra*, luego la hebra guia entra
al complejo RISC que dirige el proceso, produciendo el
silenciamiento del RNAm diana. (Berezikov et al,, 2006).
Es cominmente aceptado que los miRNAs maduros re-
gulan la expresion génica mediante la unién a la region
3’ no traducida (3"-UTR) del RNAm diana, provocando
la degradacion del RNAm o la inhibicién de su traduc-
cion. Figura 1, (Bentwich | 2005; Berezikov et al,, 2006;
Bernstein et al,, 2001; Hutvagner et al, 2001). El miRNA
maduro es parcialmente complementario a uno o va-
rios RNAm (Jackson et al.,, 2007; Pillai et al,, 2007), la
especificidad, en la eleccion de destino de los miRNAs,
se define principalmente por la complementariedad de
la secuencia entre los sitios de destino del RNAm vy la
secuencia de nucleétidos de la posicion 2-8 en el ex-
tremo 5" del miRNA, conocido como “ Region seed”
(Bernstein et al., 2001; Brennecke et al., 2005).

En eucariotas la degradacion del RNAm puede ocurrir
mediante dos vias, donde cada una de ellas es inicia-
da por un acortamiento gradual de la cola poli A del
RNAm. En el primer caso, la secuencia del RNAm pue-
de ser degradado en sentido 3°- 5" por una progresiva
descomposicion, por exosoma, o en el segundo caso
por extraccion de la caperuza seguido por la degrada-
cion de la hebra en sentido 5°- 37, catalizada por la
exonucleasa XRNT1 (Filipowicz et al., 2008). Los niveles
de RNAm son controlados por ribonucleoproteinas
(RNPm) a través del reclutamiento de los componen-
tes de la maquinaria de degradacion, lo que lleva a
la deadenilacion y pérdida de la caperuza del RNAm.
En lo que concierne a la degradacién o por lo menos
sus pasos finales, se cree que ocurre en las estructuras
celulares llamadas cuerpos-P, estructuras que poseen
enzimas catabolicas del RNAm (GW182 y RCK/p54) y
represores trasduccionales.

Los niveles de proteina del gen objetivo, por consi-
guiente, se pueden ver reducidos, mientras que los ni-
veles de RNAm pueden o no estar disminuidos. En los
seres humanos, principalmente los miRNAs inhiben la
traduccion de proteinas de los genes objetivos y s6lo
con poca frecuencia causa la degradacion o la division
del RNAm (Bartel D P. 2004). Teniendo en cuenta que
el cancer es en dltima instancia, una consecuencia de
la expresion génica desordenada, se puede inferir que
los miRNAs contribuyen al desarrollo del cancer (Cal-
das et al.,, 2005; Lu et at., 2005).

Mecanismos de silenciamiento y regulacién de

los miRNAs

Los miRNAs se suelen unir a la regién 3’ UTR del
transcrito, donde inician la degradacion del mRNA o

inhiben la traduccion. El silenciamiento mediado por
miRNAs se lleva a cabo mediante inhibicion de la tra-
duccién o por degradacion dependiente del grado de
complementariedad entre el miRNA y la region 3’UTR
del transcrito.

Mediante los enfoques de la bioinformatica, diversos
programas como miRanda, Pictar, Targetscan, Tarbase
entre otros, puede predecir miles de genes que son
potencialmente regulados por miRNAs (Shirdel et al.,
2011) basados en la complementariedad de secuen-
cias, si bien existe un gran nimero de falso positivos
actualmente se estd investigando para reducirlos me-
diante el refinamiento de dichas herramientas, y en
base en estas, también se han generado base de da-
tos robustas que contienen esta informacion y estan
a disposicion de los investigadores para ser consulta-
das como miRbase, MirWalk, microRNA.org, miRDB,
mir2disease.org y miRTarBase. Los mecanismos sub-
yacentes de por qué y como se liberan los miRNAs en
gran medida son desconocidos aunque por otra parte
los mecanismos que los pueden modificar se han lo-
grado dilucidar y se muestran en la figura 3.

La pérdida de la funcion de un miRNA es debido a
varios mecanismos, incluyendo la eliminacion genémi-
ca, mutaciones, silenciamiento epigenético, y/o alte-
raciones en el procesamiento del miRNA (Calin et al,
2002; Calin et al.,, 2005; Saito et al., 2006; Nakamura
et al., 2007). Como muestra de ello, dos estudios pro-
porcionaron informacién acerca de los mecanismos
de regulacion de miRNAs donde establecieron que la
interrupcion de la interaccion de un solo miRNA y su
RNAm objetivo puede producir un fenotipo anormal
en células de mamifero. Ademas, existe evidencia que
los miRNAs estan regulados indirectamente a través
del control de sus enzimas de procesamiento. (Mayr
etal, 2007; Lee y Dutta 2007),

E’

DSRNA stem
(2m0)

DsRNA stem
(2200

.

PAZ domain?

Figura 2. Procesamiento de PrimiRNA y PremiRNA, en la fi-
gura de la izquierda se encuentra un primiRNA sobre el cual
se sefiala el punto donde las proteinas DGRB en eucariotas
y Pasha en procariotas reconoce el hairpin loop y realiza el
corte para la generacién de un premiRNA que es en detalle el
esquema que se encuentra a la derecha sobre el cual se sefiala
los puntos donde realiza el reconocimiento la proteina Dicer.
Tomado de Kim N. V. 2005.
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De modo similar Thomson et al, 2006 demostraron
que una regulacion negativa de miRNAs en el cancer
humano no se asocia con una reduccion de los niveles
de los transcritos primarios de miRNA. Los autores en
tanto, sugieren que la regulacion de miRNAs puede
estar dada en posteriores pasos de procesamiento fi-
gura 3, por ejemplo, a través de la funcion alterada de
la enzima Drosha (Thomson et al., 2006).

En este mismo sentido la transcripcion de un gen
miRNA, el mir-124a, ha demostrado ser inactivado
por hipermetilacion de su promotor en diferentes tu-
mores humanos. Este proceso de silenciamiento epi-
genético es un mecanismo conocido para inactivar
genes codificantes de proteinas en células de cancer
y puede aplicarse de modo similar a los miRNAs.
De modo similar el gen miRNA mir- 127 se expresa
en las células normales, pero no en las células con
cancer, Saito y colaboradores en 2006, demostraron
que miR-127 esta presente en cultivos de células de
cancer humano, después del tratamiento con dro-
gas desmetilantes, lo que sugiere que estd sujeto a

miRNA gene RN

Regulacién epigenetica
Matilacién CpG
Modificacién de histonas

silenciamiento epigenético por hipermetilacién del
promotor.

En la tabla 1 se resumen la expresion diferencial de
miRNAs en cancer de seno, centrandose en el poten-
cial de miRNAs, como biomarcadores para el diagnos-
tico, tratamiento y apoyo en la busqueda de nuevos
blancos.

Dependiendo del efecto que generen los miRNAs en
el gen diana, se les ha asignado una clasificacion y de-
nominacion:

MicroRNAs oncogénicos (oncomirs)

Los “oncomirs” son miRNAs que promueven el des-
arrollo de tumores, regulando e inhibiendo genes
supresores de tumor / o controlando los genes que in-
tervienen en la diferenciacion celular o apoptosis. Los
oncomirs estan significativamente sobre expresados
en varios tumores debido a mecanismos epigenéticos
o desregulacion a nivel transcripcional figura 3 (Bren-
necke et al.,, 2005; Cho WC.2007).

Anormalidades géneticas
Delecciones / amplificaciones

Factore de transcripcion
Myc, E2Fs, p53, BCR-ABL, Twist,
NF-KB, ER-a,

AR, STAT3

Procesamiento Drosha

SONININNININININININININZ™ - Nivel de Drosha

\/

Pri-miRNA
5 cap

Interacién protéica

Procesamiento de Dicer
Nivel de Dicer

4
% Pre-miRNA
[

miRNA Maduro _~_~_

Secuencia blanco del miRNA miRNP
(Ago,etc)

MY n

»

sur  |GREN (5 UTR

Variante en la secuancia blanco

sure | REN (s utr X

I SNP

Splicing alternativo

Separacion del 3'UTR de su ORF
Traslocacién cromosomica

5UTR

Figura 3. Mecanismos de regulacién de los miRNAS, se indican los diferentes mecanismos que pueden alterar la accién de un

miRNA. Tomado de Yong et al., 2009.
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Dentro de los miRNAs identificados como oncomirs
se encuentra el miR-21 que esta involucrado en varios
procesos relacionados con cancer, como invasion y
migracion. Varios grupos han observado la sobre ex-
presion de miR-21 en tumores de seno en compara-
cion con tejidos sanos (Yang et al.,, 2004; Sempere
et al.,, 2007; Si et al., 2007; Frankel et al., 2008). Al
suprimir la expresion endégena de miR-21 en células
de cancer de seno, se observé un aumento en la ex-
presion de 58 proteinas, lo que implica que podrian
ser blancos potenciales de miR-21. La validacion de
12 de estos objetivos candidatos fueron realizados
mediante ensayos de luciferasa, donde mostraron
que seis de ellos eran blancos directos de miR-21.
En general, los resultados demuestran que el miR-21
afecta la expresion de muchos de sus objetivos a tra-
vés de inhibicién de la traduccién y pone de manifies-
to la utilidad de la proteémica para la identificacién
de los objetivos de miRNA. (Yang et al., 2009). En la
evaluacion genomica de las células MCF-7 y los po-
tenciales blancos del miR-21 se identificaron algunos
RNAm reguladores de p53, en los que se incluyen
FAM3C, ACTA2, APAF1, BTG2, FAS, CDKN1A (p21),
PDCD4 y SESNT, sugiriendo un vinculo funcional
entre el miR-21 y la via supresora de tumor de p53
(Frankel et al., 2008; Hui et al., 2009). La generacion
de MCF-7 knock down de miR-21 inhibe el crecimien-
to de células in vitro y suprime el xenoinjerto en mo-
delo murino con células MCF-7. (Frankel et al., 2008).
Adicionalmente el supresor de tumor tropomiosina 1
(TPM1) fue identificado como otro de los objetivos
de miR-21 en células MCF-7.

Por otra parte, miR-27a fue reportado en cancer de
seno como un oncomiR que regula el gen ZBTB10
(zinc finger and BTB domain containing 10), un repre-
sor de proteinas especificas oncogenicas (Sp). La inac-
tivacion de miR-27a en células MDA-MB-231 induce
expresion de ZBTB10 y disminuye la expresion de los
genes Sp. miR-27a suprimié la expresion de cdc2/ci-
clina B inhibidor de Myt-1 en células MDA-MB-231, lo
que aumenta la actividad de la cdc2/ciclina B e induce
la proliferacion de células de cancer de seno. De este

modo es evidente que los miRNAs regulan distintas
cascadas de senalizacién en células de cancer de seno.

MicroRNAs Supresores de tumor
(Anti-oncomirs)

Los miRNAs pueden inhibir la tumorogénesis por re-
presion de oncogenes. Lo cual se ha evidenciado al
estudiar la interaccion de miRNA con proteinas de la
familia ErbB. La familia ErbB juega un papel importan-
te en el desarrollo de organismos, proliferacion celular
y sobrevida de tumores epiteliales humanos. (Yarden
y Sliwkowsk 2001) Scott y colaboradores en el 2007
encontraron que ErbB2 esta sobre expresado en cerca
del 20-30% de cancer de seno humano y se identificd
al miR-125a como el regulador de este, en células de
cancer de seno. Adicionalmente, miR-125a'y miR-125b
estan sobre expresados en células SKBR3, producien-
do disminucién de la proteina ErbB2 en un 40% a 65%
y la disminucion de ErbB3 entre el 60% a 80%. En las
células SKBR3 que sobre expresan el miR-125a o miR-
125b se altera su crecimiento dependiente de anclaje,
migracion, y las capacidades para invadir. (Scott et al.,,
2007; Li et al., 2009).

Hay varios miRNAs que se consideran como supreso-
res de tumor, a saber, se han identificado let-7, miR-
17-5p, miR-29, miR-34 y miR-127 (Zhang et al., 2007;
Takamizawa et al., 2004). De hecho, los primeros miR-
NAs identificados como asociados a tumor (miR-15 y
miR-16) son de esta clase (Calin et al, 2002), y aho-
ra experimentalmente se ha demostrado su actividad
como anti-oncogénicos (Calin et al, 2008). Ademas, el
gen supresor de tumor BRCAT (Breast Cancerl) tam-
bién ha sido identificado como un blanco de miR-15a
y miR-16 (Zhu et al,, 2009).

La localizacion genémica del clister de miR-17/20,
esta en el cromosoma 13q31 y esta asociado con pér-
dida de heterocigosidad en diferentes tipos de cancer,
incluyendo cancer de seno. El miR-17/20 reprime la
expresion de la ciclina D1, suprime la proliferacion de
células MCF-7 e inhibe la transicion de la fase G1/S en
el ciclo celular. (Yu et al., 2008). En lineas de cancer

Tabla 1. Expresién de miRNAs en cdncer de seno, indicando aquellos que se encuentran sobre-expresados

y los que estdn sub expresados.

miRNAs sobre- expresados

miRNAs sub expresados

mir-21 mir-122a mir-128b mir-136 mir-149 mir-155 mir-191
mir-202 mir-206 mir-210 mir-213
(Lorio et al., 2005).

mir-29b mir-29¢ mir-98 mir-181b mir181d
mir-365 (Yan et al., 2008).

mir-let7a , miR-205(Sempere et al.,2007).
mir- let7d mir-10b , mir-125b-1 mir-143 mir-
145 mir-204 ( (Lorio et al., 2005).
mir-31 miR-355 miR-497 (Yan et al,, 2008).
mir-125b-2 (Mattie et al., 2006).
miR-206(Kondo et al,,2008).
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de seno, la disminucion de la expresion de miR17/20
esta inversamente correlacionada con la alta expresion
de la ciclina D1, en comparacion con tejido normal
de seno. La delecion dirigida del cldster miR17/20 en
modelo de ratén, ha mostrado que se genera la muer-
te poco después del nacimiento (Ventura et al., 2008).

Los estrégenos, que se unen al receptor ER- a, son un
factor de riesgo para el desarrollo de cancer de seno. El
ER-a. estd sobre expresado en aproximadamente 75%
de los canceres primarios de seno. Se informé que la
expresion de miR-206 estd fuertemente inhibida por
agonistas de ER-a, y los niveles de miR-206 son mas al-
tos en células ER-a negativas de la linea MB-MDA-231
al ser contrastadas con las células MCF-7 ER-a positi-
vas (Adam et al., 2007; Kondo et al., 2008). El miR-206
reduce la sobre-expresion del ER-a. a nivel de las cé-
lulas MCF-7, lo que indica un circuito de retroalimen-
tacion entre la autorregulacion de ER-a. y miR-206. La
disminucion de la expresion de miR- 206 se produce
en tejido humano ER-a positivo, de cancer de seno. El
miR-206 vy el nivel de expresion de proteinas ER-a es-
tan inversamente correlacionados con cancer de seno.

De manera similar el miR-205 regula la expresion del
receptor HER3, inhibiendo de este modo las sefales
de proliferaciéon mediadas por HER (Lorio et al., 2009)

Por otro lado, la evidencia ha mostrado que Ubc9 (en-
zima transportadora de ubiquitina- 9), y E2-conjugada
(enzima de conjugacion de ubiquitina 2) afectan el
crecimiento celular y desarrollo de cancer, adicional-
mente se someten a la regulacién post-transcripcional
por miR-30e en el cancer de seno. La expresion ecto-
pica que suprimen el crecimiento en las células, por
miR-30e puede ser parcialmente revertido por Ubc9
(Wu et al.,, 2009).

De modo similar se ha encontrado que la sobreex-
presion de miR-29a en el cancer de seno suprime la
expresion de TTP (tristetraprolina), una proteina im-
plicada en la degradacion de los 3"UTR de RNAms
con regiones ricas en UA, evento que conduce a la
EMT y metdstasis en cooperacion con la sefalizacion
del oncogén Ras (sarcoma de rata) (Gebeshuber et al.,
2009).

Tabla 2. Funciones de diferentes miRNAs en cancer. Descripcidn de caracteristicas asociadas a procesos tumorales en cancer de

seno. Tomado y Adaptado de Kai Ruan et al., 2009.

Caracteristicas en cancer

Funciones de los miRNAs

miRNAs

Resistencia a sefales
antiproliferativas e
independencia a factores
exdgenos de crecimiento

Pro-proliferativos

miR-21, Familia miR-17, miR-221, miR-222

Anti-proliferativo

L . Pro- Oti
Evasion de apoptosis ro-apoptoticas

Anti-apoptdticas

Let-7, miR-519. miR-146a
Familia miR-34, miR-29, miR-15, miR-16

Familia miR-17-92, miR-21

Potencial limitado de replicacion .
0 senescencia

Regulaciéon de inmortalizacion

miR-290, miR24, miR-34a

Pro-angiogenico
Induccion de angiogenesis

Anti-angiogenico

Familia miR-17-92, miR-378, miR-296,
let-7f, miR27b, miR-130,miR-126.

miR-15, miR-16, miR-20a, miR-20b.

Evasion del sistema inmune

Escape a inmunovigilancia

miR-155, Familia miR-17-92, mir-20a,
miR-93, miR-106b, miR-372, miR-
373, miR-520¢, hcmv-miR- UL112.

Pro-metastasicos
Invasion de tejidos y metastasis
Anti- metastasicos

miR-10b,miR-21, miR-373,
miR-520c, miR-155.

Let-7, miR-335, miR-206,miR-126,
miR-146a, miR-101, miR-200

Inestabilidad gendmica

Promotor de inestabilidad genémica

Delecion o regulacién a la baja
de miRNAs como miR-17, miR-
20a, miR-15, miR-16 o let-7
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MicroRNAs como Marcadores de invasién
tumoral

Un evento de metdstasis representa un proceso
complejo mediante el cual células de un tumor s6-
lido primario invaden tejido adyacente y crecen en
un tumor secundario (Tavazoie et al, 2008). Las
células de cancer de seno tienen el potencial de di-
seminarse a casi cualquier parte del cuerpo donde
contindan con su crecimiento y multiplicacion. La
expresion de gen CD44 esta implicado en la adhe-
sion celular y diferentes componentes de la matriz
extracelular, se ha encontrado que su expresion esta
reducida durante la progresion de cancer de seno a
fenotipo metastatico (Lopez et al., 2005). Los miRNA,
miR-373 y miR-520c estimulan la migracién e inva-
sion de células de cancer de seno humano mediante
la supresion de la expresion de CD44 (Huang et al.,
2008), también el miR-21 promueve en las células
de cancer de seno los procesos de invasion y me-
tastasis, por reconocimiento de mdltiples genes su-
presores de tumor (Zhu et al., 2008). Andlogamente
el miR-10b promueve la migracion celular in vitro e
inicia la invasion de tumor de seno in vivo mediante
la regulacion del gen HOXD10. (Ma et al,, 2007). El
miR-10b esta sobre regulado en células de cancer de
seno comparado con células epiteliales primarias de
glandula mamaria humana o células MCF-10A y miR-
10b esta directamente regulado por TWIST mediante
regulacion transcripcional (Ma et al,, 2007).De modo
similar TWIST promueve EMT y metastasis del tumor
mamario (Yang et al., 2004). La familia de miR-200 y
el miR-205, regulan la EMT, que como es sabido es
un paso fundamental en la metéstasis de un tumor, y
se ha establecido que la expresion de estos miRNAs
esta disminuida en lineas celulares de cancer de seno
invasivo con un fenotipo mesenquimal.

En contraste los miRNAs, miR-126, miR-206 y miR-335
han sido identificados como miRNAs supresores de
metastasis en cancer de seno. (Tavazoie et al., 2008)
La expresién de miR-126 y miR-335 en tumores mama-
rios humanos esta inversamente asociado con recaida
metastasica. La metastasis de cancer de seno y migra-
cion son inhibidas por miR-335 que tiene como blanco
el factor de transcripcion SOX4, que se sabe regula el
desarrollo celular y la migracién (Tavazoie et al.,, 2008;
Romero et al,, 2012).

miRNAs en cancer

La primera evidencia directa de la participacion de
miRNAs en cancer, la hizo Calin y colaboradores en el
2002, durante el estudio de una delecién en el cromo-
soma 13, la cual se presenta frecuentemente en LLC,
donde encontraron 2 genes de miRNAs dentro de
esta delecion de 30 Kb, el mir-15 y mir-16. Al evaluar
muestras de sangre de pacientes con LLC, encontraron
que estos dos miRNAs estaban ausentes o regulados
negativamente en la mayoria de los casos (68%), en

comparacién con linfocitos de pacientes normales.
Este hallazgo sugirié que estos dos miRNAs estan cau-
salmente involucrados en la patogénesis de la LLC.
Poco después el mismo grupo identifico que el 50%
de los genes miRNAs se ubican en regiones genémi-
cas asociadas con cancer, tales como sitios fragiles,
regiones de pérdida de heterocigosidad minima, en
genes HOX, regiones de minima amplificacion y regio-
nes comunes de rompimiento (Calin et al.,, 2004). En
soporte a esta evidencia, Cimmino y colaboradores en
2005, mostraron que el factor antiapoptético Bcl2 esta
directamente regulado por miR-15 y miR16-1, donde
funcionalmente comprobaron que estos miRNAs pue-
den ser considerados como nuevos reguladores de
genes supresores de tumor. Ademas la pérdida o la
baja regulacion de miRNAs con potencial oncogéni-
co, puede causar una sobrexpresion de los blancos
a los cuales estan dirigidos y en dltimo promover la
aparicion de cancer. Tal es el caso de miR-205 que fue
reportado como inhibidor del potencial clonogénico
de las células en cancer de seno que mostraban un
aumento de la respuesta a agentes anticancerigenos,
consecuentes con la disminucién en la regulacion de
ErbB3, miembro de la familia EGFR (Lorio et al.,, 2009).
Otros estudios han indicado que el miR-205 también
regula negativamente la transicion epitelio mesenqui-
mal (EMT), evento clave en metastasis del cancer. (Gre-
gory et al, 2008; Gandelli et al,, 2009).

En 2005, tres informes plantearon mecanismos, de cémo
los miRNAs podria contribuir en la progresion tumoral.
Dos estudios independientes, describieron la relacion en-
tre un grupo de miRNA, mir-17-92 y la via oncogénica de
Myc (He et al., 2005; O’Donnell et al., 2005). Un tercer
informe demostré una interaccion entre el miRNA let-7 y
el protooncogen RAS (Johnson et al,, 2005).

Ademas de la evidencia de los miRNAs como supreso-
res de tumor o como oncogenes, también se elucido
el rol de los miRNAs en la fisiologia normal del seno,
en un estudio realizado por Avril-Sassen y colabora-
dores en el 2009 se examiné la expresion de miRNAs
en la glandula mamaria de ratones en edad juvenil y
adulta, evaluando diferentes etapas como la de em-
barazo, lactancia e involucién de la glandula (Avril-
Sassen et al., 2009). El hallazgo clave fue el encontrar
miRNAs que se expresan en 7 grupos probablemente
co-regulados durante el desarrollo de la glandula ma-
maria, hecho que conecta a varias familias de los miR-
NAs en distintas fases del ciclo de la glandula mamaria.
Curiosamente, varios miRNAs (incluyendo miR-25 y el
grupo miR-17-92) que previamente habian sido aso-
ciados con cancer de seno agresivo basal también se
encontraron sobre expresados durante la pubertad y
la gestacion, los periodos del pico fisiolégico ductal
y proliferacién alveolar, lo que sugiere que pueden
formar parte de un programa fisiolégico de prolifera-
cion y también incidir en el crecimiento generado por
tumores. Ademads, los miRNAs asociados con el feno-
tipo diferenciado final (por ejemplo, Let-7) aumentan

Rol biolégico y aplicaciones de los miRNAs en cancer de seno

195



Tabla 3. miRNAs en metdstasis. Se enlistan diversos miRNAs con su respectivo gen blanco y se describe si su accién es como
promotor a represor de metdastasis. Adaptado de Kai Ruan et al., 2009.

miRNAs Blanco asociado Funcif')n df!l miRNA en
metastasis de tumor
miR-10b HOXD10 Promotor
miR-21 PTEN, PDCD4, TPM1, Maspin Promotor
miR-373 CD44, LATS2 Promotor
miR-520c CD44 Promotor
miR-155 RhoA Promotor
Let-7 Ras, HMGA2 Represor
miR-335 SOX4, TNC Represor
miR-126 Crk, IRS-1 Represor
miR-146a ROCKT1 Represor
miR-101 EZH?2 Represor
Familia miR-200 ZEB1, ZEB2 Represor

en la pubertad y la gestacion, correlacionando con un
aumento en la proporcion de epitelio maduro. A di-
ferencia de miR-29 que alcanza su maxima expresion
durante la involucion causada por la postlactancia,
con una reduccion en la expresion de sus RNAm pre-
vistos como objetivos, hecho que favorece a los genes
relacionados con la adhesion focal, lo que sugiere un
papel del miR-29 en la remodelacion de la glandula
mamaria. Otro estudio identifico marcadores de célu-
las madre de cultivo de células epiteliales mamarias de
raton (Ibarra et al, 2007), donde encontraron que Let-
7 presenta delecion en células progenitoras, mientras
que miR-205 esta (en este sistema) como un marca-
dor de fenotipo de células madre. Tales estudios de la
funcidn fisiolégica de los miRNAs son esenciales para
comprender como su desregulacion influye en el feno-
tipo de cancer de seno.

En la misma linea ahora se estd investigando en la iden-
tificacion de los blancos de los miRNAs con el fin de
identificar las redes sobre las cuales inciden los miR-
NAs y de este modo entender como el sistema biol6-
gico se esta comportando frente a cada cambio, con
el fin de poder determinar en qué medida cada miRNA
puede estar regulando un solo blanco o simultanea-
mente, mas de una diana y que esta, a su vez pueda
estar generando toda una cascada de senales que des-
emboquen en un fenotipo tumoral (Kim et al.,, 2012).

Gracias al conocimiento sobre la participacion de miR-
NAs en la iniciacion, progresion y metastasis tumoral,
y al descubrimiento de muchos miRNAs que imparten
efectos supresores de tumor, al restaurar su expresion
y pretender producir efectos terapéuticos se espera
que estos emerjan como una opcion terapéutica eficaz
para el tratamiento de Cancer (Romero et al, 2012).
Una clara sintesis fue expuesta por Liu en un articulo
de revision en el 2012, del cual se toma una de las

graficas con el fin entender mucho mas concretamen-
te los diferente miRNAs asociados con los diferentes
estadios del seno y el proceso carcinogénico (figura 4).

Estos supresores MIR inhibidores de tumor y onco-
miRs promotores de tumor son prometedores candi-
datos para la intervencién terapéutica como terapia de
reemplazo como Mir o antagomirs.

La lista de biomarcadores miRNA del panel inferior,
codificados como MIR sobre regulados (en formato
normal) y los MIR sub- regulados (subrayados), que
mostraron expresion diferencial en MASCs normales
/ glandulas mamarias en comparacién con los tumo-
res primarios de mama. En el panel MaSC se expresan
diferencialmente, let- 7b / ¢, miR- 205, -22,-93 y -200
en comparacion con las células epiteliales diferencia-
das; miR- 138, -431, y -133a /b se relacionan con las
glandulas mamarias durante el embarazo vy la lactan-
cia, en comparacion sin embarazo y en involucién de
la glandula. El panel Br Ca (cancer de seno) presenta
expresados diferencialmente MIR en cancer de seno
en comparacion con el tejido normal de seno. El panel
MIR de ER / PR relacionado con el estado de recepto-
res de estrogenos ER o estado receptores de progesta-
genos PR (ER + o PR + tumores vs ER - o PR- tumores,
respectivamente). Panel de Invasion muestra MIR re-
gulados en los tumores con metastasis ganglionar (let-
7 y miR -9 -3) o invasion vascular (miR-10b, miR-123,
miR-29a, miR-205, etc). El panel incluye DRFS arriba
y MIR -regulado y relacionados con alto riesgo o mal
prondstico de pacientes ER + y ER- en tumor mama.
Panel de resistencia a los medicamentos se enumeran
MIR (algunos muestran los genes sobre los que actdan
directamente) relacionado a resistencia a los medica-
mentos de las células de cancer de seno o tumores
primarios, tales como la resistencia a tamoxifeno de
células MCF- 7 y tumores HER2 + / ER- (miR-221/222),
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resistencia de células MDA- MB- 435 y 468 células
a paclitaxel (miR-221/222 , - 125b) , resistencia a la
doxorrubicina de células MCF-7 (miR- 127 , 34a, 27b,
206, 106a, 21,214,y let-7), y la resistencia a cispla-
tino de células MCF-7( miR- 146, -10a / b, -221 / 222,
29a/b,-206,-200b/c,-345,-126,-205 y -342 ).

De modo similar miRNAs especificos han mostrado una
expresion alterada en células tumorales resistentes a di-
ferentes medicamentos, un ejemplo es mostrado en un
estudio donde evaluaron la linea MCF-7, una variante
resistente a farmacos que mostro estar asociada con dis-
minucién de los niveles de miR-451, miR-328 y miR-326
que regulan la expresion del gen de Resistencia a mul-
tiples drogas (MDRT1), la glicoproteina-P de resistencia
a cancer de seno (BCRP/ABCG2) y la proteina 1 aso-
ciada a resistencia a mdltiples drogas (MRP-1/ABCC1),
respectivamente. La reconstruccion de la expresion de
los miRNAs sensibilizé las células a los efectos antipro-
liferativos de la doxorubicina (miR-451), mitoxantrone
(miR-328) y VP-16(miR-326) en cada uno de los casos
(Pan et al, 2009 and Wang et al., 2012).

Perspectivas

Teniendo en cuenta las limitaciones de las actuales
pruebas de deteccion de cancer, el uso de miRNAs
como marcadores tumorales para el diagnostico y el
pronéstico ha despertado interés en investigacion.
La deteccion y el tratamiento de cancer es facilitado
en gran medida por las tecnologias émicas (Cho WC
2010b; Cascione et al., 2013). Aunque se hacen ne-
cesarias mas investigaciones que evaliden los efectos
de miRNAs mediante ensayos clinicos para superar las
barreras de la presentacion efectiva al RNAm blanco,
mejorar la eficacia, estabilidad y minimizar toxicidades
fuera del blanco. El interés en los miRNAs es ahora
mayor que nunca y la literatura se esta nutriendo rapi-
damente con los informes sobre los nuevos miRNAs,
sus genes diana validados y el desarrollo de productos
terapéuticos basados en miRNA que pretenden rea-
lizar un abordaje terapéutico basado en miRNA vy la
clinica de cada paciente.

Microarrays de miRNA pueden identificar la expresion
de varios cientos de genes en la misma muestra a la
vez, mientras que requiere solamente pequefas canti-
dades de RNA total (Yin et al,, 2008). Estas tecnologias
no sélo ayudan a identificar potenciales miRNAs su-
presores tumorales y oncogénicos, sino también ayu-
dan a proporcionar una comprensién mas completa
de sus vias y los mecanismos base, de miRNAs especi-
ficos que estan asociados con cancer, células madre,
metdstasis y sensibilidad a farmacos. Los miRNAs pue-
den complementar otros biomarcadores genémicos y
proteémicos para el diagndstico y prondstico del can-
cer (Cho WC, 2007b) teniendo en cuenta que cada
miRNA puede controlar a cientos de genes diana.

Aunque el desarrollo reciente de medios farmacolo-
gicos mas eficaces para modular las actividades miR-

NA proporciona nuevas oportunidades terapéuticas,
como la introduccién de oligonucleétidos antisentido
para reducir la expresion de miRNAs que pueden ge-
nerar desvio de los efectos indeseables (Kota et al,
2009). Una muestra de ello es el estudio publicado
por Kim y colaboradores en el 2011, donde median-
te vectores virales se demuestra el efecto antitumoral
del miR-145 en células de cancer de seno, hecho que
abre el camino hacia el uso de miR-145 como terapia
antitumoral para el tratamiento de pacientes de can-
cer de seno. Adicionalmente en un estudio se muestra
que un agregado exégeno de miRNA (miR- 141) tiene
un ritmo mas lento de degradacién y permanecia de-
tectable por periodos mas largos en placenta, lo que
sugiere que los miRNAs tienen una mayor estabilidad
que los RNAm incluso en ausencia de proteccion y
estando sometido a la actividad nucleasa en el plasma,
hechos que podrian potenciarse (por ejemplo, a través
de asociaciéon con particulas) (Chim et al., 2008).

Al surgir las implicaciones terapéuticas de miRNA, las
estrategias basadas en miRNA pueden formular, antago-
nizar o restaurar las funciones de miRNAs. La tecnologia
de oligonucledtidos antisentido ya se esta desarrollando
utilizando la via de RNAI para la terapia génica. Las apli-
caciones de RNAJ se basan en la sincronizacion entre
un oligonucleétido y un RNAm. En la practica, una fal-
ta de coincidencia solo puede conducir a una completa
pérdida de silenciamiento (Brummelkamp et al, 2002)
y por “los efectos fuera del blanco” estd comprometida
la especificidad de la identidad de la secuencia, que al
realizar reconocimiento al azar de RNAm reprimen la ex-
presion de genes no esperados. Si mdltiples siRNAs se
utilizan para la seleccion de mudltiples hits, mdltiples efec-
tos fuera del objetivo pueden suceder. Las mas recientes
investigaciones han demostrado que mediante el disefio
adecuado de la siRNAs, asi como el uso de nucleétidos
modificados, los efectos no especificos puede ser minimi-
zados (Enders et al,, 2009). Estos oligonucleétidos deben
ser modificados quimicamente para permitir la estabili-
dad en el suero y la captacion celular. Dos estudios han
aplicado con éxito 2’-O-Metil modificado, a RNA antisen-
tido para inhibir la funcién de miRNA en cultivos celula-
res (Hutvagner et al,, 2004; Meister et al,, 2004).

La entrega de los inhibidores del miRNA o miRNAs
sintéticos en las células es uno de los mayores desafios
para el desarrollo de esta solicitud. A pesar de los avan-
ces de los dltimos anos, es necesaria mas investigacion
para obtener la aplicacion sistematica de inhibidores
de miRNA a su sitio de accién. Un trabajo reciente de
Krutzfeldt et al, 2005 demostré que el RNA antisen-
tido conjugado modificado con colesterol, designado
“antagomirs” podria efectivamente inhibir la funcién
de miRNA in vivo en ratén adulto. Los autores aplica-
ron tres inyecciones al dia por via intravenosa de anta-
gomirs y la inhibicion de miRNAs lograda fue efectiva
durante un periodo de cuatro semanas en la mayoria
de los tejidos, excepto cerebro (Krutzfeldt et al,, 2005).

Rol biolégico y aplicaciones de los miRNAs en cancer de seno

197



miRNAs reguladores

l

miRNAs Terapéuticos

Familia miR-200

miR-30e (/TGB3,

Familia miR-181(ATM|
mir-155 (socs1)

(RAS, HMGA2)

miR-335 (SOX4, TNC)
miR-126, miR-206 miR-200.

miR-10b (HOXD10)
miR-373/520 (CD44)
miR-103/520 (Dicer)

miR-21 (TPM1, PDC4, maspin)

(BMI-1, ZEBA, UBCS) —
ZBE2, FOG2) FamiliamiR-200 || 74
Familia let-7 Familia Let.7

miR-31 (Fzd3, ITGAS, RDX, RhoA)

miR-193b (UPA)

Célula Iniciacién
Mamaria normal cancer
e &

ERBEQ,  ERRLNIQ,  BERARET
°0R000N0ep,Y U0y, Y %@ ogeY
AL

Metastasis

= &

Br Ca: miR-155, miR-191,

miR-221/222
(p27%%7)
miR-125b (BAK1)
miR-451 (MDR1)
miR-345/miR-7

Resistencia a
terapia

=&

Metastasis: let-7. miR-9-
3. miR 10b, miR-123
miR-29a, miR-27a. miR-
205

DRFS (ER+): miR-13a:

(PR) MIR-206 (ER). miR-
185 (ER). miR-212 (ER).

e miR-21, miR-206, miR-210,
ot MiR-213.

B miR-93.miR-145, miR-125
miR-133a/b miR-10b, let-7, miR-26.
miR-93 miR-30

MIR-138 ER/PR: miR-26 (ER/PR),
miR-431 miR-30 (ER/ PR), miR-191
miR-200.let-7| |(zR), let7c (PR), miR295

miR-128a, miR-767-3p,
miR-769-3p

DRFS (ER-): miR-342
miR-30c. miR-150
miR-768-3p: miR-27b,

miR-144, miR-210

Resistencia a
drogas:

miR-127 (BCLE)
miR-34a (NOTCH1)
miR-27b ( CYP181)
Let-7 (K-RAS)
miR-200b/c. miR-
345 miR-126. miR-
205, miR-342;
miR-206, miR-125,
miR106a, miR21,
miR214,miR146,
miR-10a/b, miR-

221/222, miR-29a/b

iRNAs Biomarcadores

J

(BCSS) Stem cell cancer

%' (MaSC) Stem cell mamaria
O Célula epitelial luminal

=~ Célula mioepitelial
miRNAs subrayados: Regulad

de seno

a la baja;

o Célula no tumorogenica
en negrilla: sobre exp!

CSC Resistente a
0 CSC Metastasico & terapia
@ Célula cancer @ Célula resistente a

metastasico terapia
dos; Genes en paré blanco directo

Figura 4. Un resumen de los reguladores y los biomarcadores miRNA en el desarrollo de la glandula mamaria normal, la iniciacién
del cancer de seno, metastasis, y resistencia a la terapia. En estos cuatro procesos, las células madre mamarias (MaSC), células
madre del cdncer de mama (BCSCs), CSC metastdsicos (MCSCs) y células madre cancerosas resistentes a la terapia (TRCSCs)
son creadores fundamentales y/o jugadores celulares criticos. La lista de los miRNA reguladores del panel superior, incluye los
MIR supresores y oncomiRs que se muestran subrayados en la figura, presentes en el desarrollo normal de la glandula mamaria
(originado - MASCs), la iniciacién de cancer de seno (mediada por BCSCs), la metdstasis del cdncer de mama, y resistencia a la

terapia, respectivamente, (Tomado Liu Huiping 2012).

Incluso el uso de la tecnologia de LNA (acidos nuclei-
cos bloqueados) ha presentado un gran avance, del
cual es ejemplo los ensayos clinicos con LNA-anti-
miR-122 en fase | que ya se ha iniciado sobre la base
de interesantes datos preliminares en primates no hu-
manos (Elmen et al., 2008). Ademas, se han logrado
avances en los sistemas de entrega y la administracion
sistémica de miRNA mediante virus adeno-asociados
(AAV) que han sido probados en modelos preclinicos
(Kota et al., 2009). Del mismo modo, los liposomas ca-

tibnicos o formulaciones de nanoparticulas a base de
polimeros, se pueden desarrollar para lograr la entrega
de miRNA mimicos y aumentar la eficacia terapéutica.

Aunque los sistemas de vectores virales ofrecen op-
ciones adicionales para presentacion eficiente y 6rga-
no-especifica, este enfoque debe superar las reservas
sobre la base de la experiencia negativa con la terapia
génica. La inhibicion especifica de un dnico gen ob-
jetivo es por lo general el intento a realizar, y la ex-
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periencia en campo ha demostrado que secuencias
antisentido pueden, en determinadas circunstancias,
ser insuficiente para enfermedades complejas como el
cancer.

Por el contrario, los miRNAs afectan muchos RNAm
objetivo, de modo que una regulacion mas completa
se puede lograr con la inhibicién de un solo miRNA.
Por lo tanto, profundizar en el conocimiento del pa-
pel funcional de miRNAs abrird nuevas oportunidades
en el desarrollo revolucionario de estrategias terapéu-
ticas para la quimioprevencion del cancer (Enders et
al., 2009; Lu et al, 2009) generando un perfil de ex-
presion de miRNA, que podria clasificar el cancer hu-
mano, generando micro-perfiles de expresion de RNA
claramente diferenciados en tipos de cancer humano
segun su origen en el desarrollo. Un subgrupo de pro-
ductos de los tumores gastrointestinales que surgen de
endodermo, se distinguié por patrones de expresion
miRNA. Ademas, los tumores en un linaje de células
individuales, como la leucemia linfoblastica aguda
donde se diferenciaron de acuerdo con su subyacente
anormalidad genética en el BCR / ABL de tumores po-
sitivos, las células T tumorales, y aquellos con reorde-
namiento del gen MLL (Enders et al,, 2009).

Los miRNAs son dtiles para el diagnéstico clinico, su
ventaja clave podria ser su gran estabilidad. A diferen-
cia de la mayoria de RNA mensajeros, los miRNAs son
de larga duracion in vivo (Lim et al., 2005; Xi et al.,
2007) y muy estable in vitro (Tang et al., 2006), lo que
podria permitir el analisis de muestras embebidas en
parafina para aplicaciones de diagnéstico de rutina.

Un enfoque se informo recientemente por Ebert et al.,
2010, ellos desarrollaron inhibidores del miRNA que
puede ser expresada de forma transitoria en cultivos
de células de mamiferos. Estos inhibidores competiti-
vos denominados “esponjas miRNA” donde la espon-
ja contienen RNA complementario a sitios de unién
a un miRNA de interés, y son producidos a partir de
transgenes en las células. Como con la mayoria de los
genes MIiRNA, los sitios de unién de una esponja son
especificos para el miRNA en la region “seed”, lo que
les permite bloquear una familia entera de miRNAs
asociados. Este enfoque transgénico ha demostrado
ser una herramienta util para investigar las funciones
del miRNA en una variedad de sistemas experimenta-
les (Ebert et al., 2010).

Una direccion diferente fue tomada por Tsuda et al,
2005. Los autores disefiaron miRNAs sintéticos cuyo
objetivo fue sobre expresar proteinas de tumor, como
la proteina HER-2. Un miRNA sintético orientado al
RNAm de HER-2 inhibié con éxito la expresion de
la proteina HER-2 en las células de cancer de ovario
(Tsuda et al.,, 2005). En conjunto, estos estudios tienen
como promesa establecer miRNAs como futuras dia-
nas terapéuticas. Una de las limitaciones de las terapias
antisentido de RNA es el nimero limitado de células
que pueden ser objeto. Cualquier enfoque para dele-

tar un miRNA antisentido particular, sélo dara lugar a
una respuesta parcial. Esta puede representar una limi-
tacion para terapias contra el cancer. Queda por ver,
si los efectos indirectos en las células de cancer que no
han sido blanco directo, puede superar esta limitacion.

Con interés cada vez mayor, los avances de la inves-
tigacion en las funciones de miRNA vy los adelantos
tecnoldgicos, la terapéutica basada en miRNA pueden
crear un cambio de paradigma en la medicina y la in-
dustria farmacéutica Por lo tanto, con el aumento de
conocimientos sobre los miRNAs asociadas a subtipos
moleculares y las caracteristicas clinico-patolégicas de
cancer, se cree que los miRNAs puede resultar utiles
como herramientas de diagndstico y pronéstico en el
futuro cercano.

Por el contrario, un efecto de funcion parcial puede
ser de valor terapéutico en enfermedades neurode-
generativas, como el Parkinson o la enfermedad de
Alzheimer. Una restauracion parcial de la producciéon
de dopamina por la terapia antisentido puede dar lu-
gar a una mejoria clinica significativa en pacientes de
Parkinson. Del mismo modo, una reduccién parcial de
las proteinas que causan la enfermedad de Alzheimer
puede llevar a una mejoria clinica y podria ser alcan-
zable por bases genéticas de RNA o terapia miRNA.
(Sassen et al., 2008)

Por otro lado, como las células madre pueden regene-
rar y diferenciarse a distintos tipos celulares, son siem-
pre un foco intenso de interés en investigacion. Se ha
informado que los miRNA juega un papel regulador en
la via de divisién de células madre, si este mecanismo
contribuye a prevenir y tratar el cancer sera digno de
estudio (Hatfield et al., 2005)

Conclusiones

En los dltimos anos, los miRNAs se han convertido en
actores principales en las complejas redes de regula-
cién génica y han sido implicados en diversos aspectos
de las enfermedades humanas. La investigacion de los
miRNAs en cancer de seno, han mejorado significativa-
mente nuestra comprension de la patogénesis de este
cancer. La atencion se ha centrado en el estudio de oli-
gonucledtidos antisentido y los métodos para inhibir la
funcion de miRNA con tecnologia de pequenos RNA;,
para la sustitucion de miRNAs y explorar su potencial
como agentes terapéuticos. En esta linea diversos es-
tudios han puesto de manifiesto que la caracterizacién
de oncomiRs y antioncomiRs pueden generar clasifica-
ciones mas precisas en cancer y predecir resultados a
terapias de los pacientes, con alta exactitud.

Nuevo conocimiento sobre el papel funcional de on-
comiRs esta revolucionando la biologia del cancer y
abrird nuevas oportunidades en investigacion biomé-
dica. El andlisis e identificacion de transcritos diana en
combinacién de gendémica, proteémica y miRomica
podran ayudar a delimitar el espectro de blancos que
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son regulados por miRNAs, dejando abierto el campo
de investigacion para la generacion de conocimiento,
que permita mejorar la calidad de vida de nuestra po-
blacion. Siempre habra obstaculos en la batalla contra
el cancer, sin embargo, la identificacion de miRNAs
proporcionara interesantes oportunidades en el diag-
néstico, prondstico y la terapia personalizada del can-
cer de seno. En un futuro proximo se podrian convertir
en marcadores de blancos y su implementacion sera
atil como una herramienta de investigacion.
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