L DL N 5
B o
(1Ana T4 T U

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“Los MICROARN Y SU IMPORTANCIA EN EL
DESARROLLO, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO CONTRA
EL CANCER”

TRABAJO ESCRITO VIA CURSOS DE
EDUCACION CONTINUA

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
IINDIRA ISELA BRITO ARELLANO

CIUDAD UNIVERSITARIA CDMX
ANO 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVER4DAD NACIONAL
AVFN°MA DE
MEXICO
PROTESTA UNIVERSITARIA DE INTEGRIDAD Y
HONESTIDAD ACADEMICA Y PROFESIONAL
(Titulacion o Graduacion con trabajo escrito)

De conformidad con lo dispuesto en los articulos 87, fraccién V, del Estatuto
General, 68, primer parrafo, del Reglamento General de Estudios Universitarios y
26, fraccion |, y 35 del Reglamento General de Exdmenes, me comprometo en todo
tiempo a honrar a la Institucién y a cumplir con los principios establecidos en el
Cadigo de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de México, especialmente
con los de integridad y honestidad académica.

De acuerdo con lo anterior, manifiesto que el trabajo escrito titulado “Los microARN
y su importancia en el desarrollo, diagnéstico y tratamiento contra el cancer” que
presenté para obtener el titulo/grado de Quimica Farmacéutica Bidloga, es original,
de mi autoria y lo realicé con el rigor metodolégico exigido por la Facultad de
Quimica, citando las fuentes de ideas, textos, imagenes, graficos u otro tipo de
obras empleadas para su desarrollo.

En consecuencia, acepto que la falta de cumplimiento de las disposiciones
reglamentarias y normativas de la Universidad, en particular las ya referidas en el
Cédigo de Etica, llevara a la nulidad de los actos de caracter académico
administrativo del proceso de titulacion/graduacion.

Atentamente

Indira Isela Brito Arellano
310000350



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:
VOCAL:
SECRETARIO:
ler. SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor
Profesor
Profesor
Profesor

Profesor

: Martha Patricia Coello Coutifio
: Adelaida Diaz Vilchis

. Lilian Gonzélez Segura

: Mireya Rodriguez Penagos

: Alberto Ortega Vazquez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

CONJUNTO E, EDIFICIO DE BIOQUIMICA Y FARMACIA, LABORATORIO 105

ASESOR DEL TEMA:

R

DRA. MARTHA PATRICIA COELLO COUTINO

SUSTENTANTE:

ey

INDIRA ISELA BRITO ARELLANO



indice

LiSta 0€ ADIEVIATUIAS .....uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb anennnnne 5
RESUMBN ... e e e e e e e e e e e e e e e ennnas 8
10T ¥ Lol ox o] o HN N 10
Biogénesis de MICIOARN.........ooiiiie e eeeeeeanes 10
Sitio de union S'UTR Y SEMIIlAS .....ccoooeeeeiee e, 14
UNION MIARN-ARNIM ... ssnnnsnnnne 15
LOS MICTOARN Y €] CANCET ...t 16
Mecanismos de expresion anormal de miARN en neoplasias.........cccccceeeeeeeeeennnnns 18
[ Amplificacion o eliminacion de genes de MIARN.........cccccoiiiiiiiiiiiieiieeennene 18

1 Regulacion de la transcripcion de miARN. ........cccciiiiiiiiiiiiiiieeee e 20

(1 Control epigenético de MIARN ... 23
Metilacion del ADN ..o 23
Modificacion de hiStoNas..........ccooeeeieiie e, 24

[0 Funcion anormal de genes en la biogénesis de MIARN ..............ccceevvvvnnnnn. 25
MICTOARN CIFCUIANTES ...t e e e e e e e e e e e e e e eeeeenes 29
Biomarcadores de MIARN .........uuuu ittt eraeeaaaneranene 31
Los microARN como terapia contra €l CANCET .........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 35
I 01 a1 o] Tox o T e L= 4 1A 4 AN 35
Oligonucleétidos antisentido (ASO) y Oligonucleétidos anti-miARN (AMO) ... 36
Vectores de expresion (esponjas de MIARN) ........eeviiiiiriiiiiiiiiiieeee e 43
Moléculas pequefias inhibidoras de MIARN (SMIR) .......ccoooviiiiiiiiiiiieiineennnns 44

0 Imitadores de MIARN .....ooooiiiiiiieeeeeeeee e 46
ENntrega de MICTOARN .......uiiiiiiiiiiiiiiiiiee bbb annee 49
I V= Tor (o] £ =T = | =SSO 51

(1 Vectores de lPIdOS ... 52

[ NANOPAITICUIAS ......ooeviiiie e 53
Terapias basadas en MIARN. ... 57
(0] o Tod [F ] T0] 12U 59
BIbDlOGIafia .. ..o e 60



Lista de abreviaturas

AGO: proteinas Argonautas

ARNmM: ARN mensajero

ARNt: ARN de transferencia

ARNnNc: ARN no codificantes

ASO: oligonucleodtidos antisentido

AMO: oligonucledtidos anti-miARN

AAV: virus adenoasociados

BCL2: linfoma de células B 2

BLM: Bleomicinas

c-Myc: protooncogén MYC

CTGF: factor de crecimiento del tejido conectivo
CpG (islas): regiones gendmicas con alta frecuencia de citosina y guanina
ccRcc: carcinoma renal de células claras
CE: carcinoma endometrial

CTCL: linfoma cutaneo de células T

DCP1: descapsulacion del ARNm 1

DCP2: descapsulacién del ARNm 2

DLBCL: linfoma difuso de células B grandes
D1151Y: mutacién de Drosha

D1709: mutacion de Dicer

DDX5: helicasa 5 de DEADbox

DDX7: polipéptido 7 de DEAD box

DEAD box: familia de proteinas conservadas de unién al ARN gque pertenecen al
grupo mas amplio de las helicasas celulares DExD/H.

DBHS: proteinas de Drosophila behavior/human splicing. Regulan la transcripcion
DOTAP: 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano

DOTMA: cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N, N, N-trimetilamonio



DOPC: 1,2-di-(9Z-octadecenoil) -sn -glicero-3-fosfocolina
DOPE: 1,2-Dioleoil -sn -glicero-3-fosfoetanolamina
DSPC: 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
elF4E: factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E
E2F1: factor de transcripcion E2F2

ERa: receptor de estrégeno alfa

E1147k: mutacion de Drosha

E1705: mutacion de Dicer

Evs: vesiculas extracelulares

EGFR: factor de crecimiento epidérmico

G Kan A: kanamicina A guanidinilada

G Neo B: neomicina B guanidinilada

EC50: concentracion media efectiva

HDAC: histonas desacetilasas

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

LLC-B: Leucemia Linfocitica Crénica de células B
LNA: &cidos nucleicos bloqueados

mMiARN: microARN

miARN*: hebra pasajera

m7G: 7-metilguanina

MHV68: gammaherpesvirus murino 68

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos
Mdm2: proteina de unién a p53

Mutp53: mutante p53

NR: receptores nucleares

PAN: subunidad de ribonucleasa especifica poli(A)
PS: fosforotioato

PMO: oligbmeros de morfolino de fosforodiamidato



PNA: acidos nucleicos peptidicos

PLL: polilisina

PEI: polieterimina

PBAE: poli(beta-amino ésteres)

PLGA: poli (acido lactico-co-glicdlico)

PLN: nanoparticulas lipidicas poliméricas
PEG: Polietilenglicol

gPCR: PCR cuantitativo

RISC: complejo silenciador inducido por ARN
shRNA: ARN de horquilla pequefia

SMIR: Moléculas pequefias inhibidoras de miARN
TP53: proteina tumoral p53

THBSL1: trombospondina 1

TPF: Tripaflavina

UTR: region no traducida en los genes

VHC: virus de la hepatitis C

XPO5: exportina 5

XPO1: exportina 1

XRNZ1: exoribonucleasa 1

ZEN: grupo naftil-azo (N, N-dietil-4-(4-nitronaftalen-1-ilazo)-fenilamina)



Resumen

Los microARN (miARN) son ARN cortos no codificantes de aproximadamente 23
nucleotidos altamente conservados que modulan la expresion génica a nivel
postranscripcional mediante la uniéon con el ARNm y conducen a la inhibicién de la
traduccion o a la degradacion del ARNm obijetivo.

Las moléculas de miARN estan codificadas en el genoma humano, se procesan a
partir de genes que codifican para miARN o intrones, son transcritos y procesados
en el nlcleo para después ser trasportados al citoplasma donde se integraran a un
complejo llamado RISC-Dicer y junto a la proteina AGO2 lo guiaran hacia las
secuencias de ARNmM blanco para inducir su degradacion o inhibicion de la

traduccion.

El mecanismo de degradacion o inhibicion de la traduccion depende de la union
complementaria del miARN con el ARNm; la complementariedad perfecta conduce
a la degradacion y la complementariedad imperfecta conduce a la inhibicion de
traduccion. Ya que un miARN puede unirse perfecta o imperfectamente puede tener
diversos sitios diana y a su vez un ARNm puede ser receptor de varios miARN

permitiendo que la regulacion sea tanto especifica como a gran escala.

Debido a que los mIARN desempefian funciones reguladoras fundamentales en la
actividad celular, como en el desarrollo, diferenciacion, proliferacion, metabolismo,
apoptosis y estabilidad gendémica, estdn estrictamente regulados, ademas de
desempefiar un papel en muchos estados patoldgicos, lo que los convierte en
candidatos como agentes terapéuticos. Durante las Ultimas décadas, se ha
observado una desregulacién de la expresion de miARN en diversos tumores.

Algunos miARN contribuyen directamente en la oncogénesis en diversos tejidos ya
que funcionan como supresores de tumores u oncogenes y, por lo tanto, se cree
gue su desregulacion es un mecanismo importante que apoya al desarrollo y
progresion del cancer ademas de ser marcadores de susceptibilidad génica al
cancer. Dicha desregulacion podria ser causada por multiples mecanismos, incluida

la amplificacion o eliminacién de genes de miARN, control transcripcional anormal



de los miARN, cambios epigenéticos desregulados y defectos en la maquinaria de

biogénesis de los miARN.

Las células cancerosas con expresion anormal de miARN desarrollan la capacidad
de mantener la sefalizacion proliferativa, evadir los supresores del crecimiento,

resistir la muerte celular, activar la invasion y la metastasis e inducir la angiogénesis.

Actualmente se esté investigando que los miARN tengan un gran papel en los
métodos de prondstico y diagndstico ya que cumplen varios de los criterios para ser
un biomarcador, como una alta especificidad, facil accesibilidad y sensibilidad.
Ademas en muchos estudios preclinicos e in vitro han inhibido los oncomiR o
reintroducido los miRNA oncosupresores en células cancerosas, lo que demuestra
que estas terapias son efectivas para dianas terapéuticas y terapias, sin embargo,
todavia existen muchos problemas y desafios con respecto a la sensibilidad,
especificidad, selectividad y los efectos no dirigidos asociados de las terapias con
mMiARN, ya que al estar regulando méas de un objetivo y cada objetivo esté regulado

por mas de un miARN, puede conducir a una toxicidad no deseada.



Introduccién

Los microARN (miARN) son ARN no codificantes cortos de 18 a 25 nucledtidos
altamente conservados que regulan la expresion génica a nivel postranscripcional
mediante la union con la region 3’"UTR del ARNm objetivo y conducen a la inhibicién

de la traduccién o a la degradacion de este.

El primer miARN que fue descubierto es lin-4, que inhibe LIN-14 en Caenorabditis
elegans en 1993. Desde entonces se han identificado cientos de miARN en plantas,
animales y virus mediante clonacion molecular y enfoques bioinforméticos. Se cree
gue controlan mas del 50% de los genes codificantes de proteinas de mamiferos.
[1, 2]

Los miARN desempefian funciones reguladoras fundamentales para un desarrollo
normal y participan en una variedad de procesos biolégicos como el desarrollo, la
diferenciacion, la proliferacion, la apoptosis y la estabilidad genémica. La expresion
aberrante de miARN esta asociada con muchas enfermedades humanas, como el

cancer o enfermedades cardiacas [3, 10]
Biogénesis de microARN

La biogénesis de miARN se clasifica en vias candnicas y no canoénicas.

La via de biogénesis canonica es la via dominante por la cual se procesan los
miARN (Figura 1A). Los miARN candnicos en animales se transcriben a partir de
genes que codifican para miARN, intrones y algunos pocos exones de genes que
codifican proteinas, mediante la ARN polimerasa Il. El primer producto es un miARN
primario (pri-miARN) que tiene una estructura de horquilla cuyo tamafio puede variar
desde cientos de nucleodtidos hasta decenas de kilobases. Esta estructura se
procesa en pre-miARN y después en un miARN maduro mediante el complejo
microprocesador conformado por una proteina con actividad de RNAsa Il
denominada Drosha unida a dos copias de su compafnero DGCR8 [3-5].

Como paso inicial, DGCR8 se encarga de reconocer al pri-miARN, mientras que
Drosha escinde el duplex de pri-miARN en la base de la estructura en horquilla,

liberando un miARN precursor (pre-miARN) de ~55 a 70 nucledtidos [5].
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Una vez que se generan los pre-miARN, se exportan desde el nlcleo al citoplasma
mediante un complejo de exportina 5 (XPO5) / RanGTP. En el citoplasma la
endonucleasaRNAsa lll Dicer realiza la eliminacion del bucle terminal que da como
resultado un duplex de miARN/mIARN de 22 nt que puede interactuar con un

miembro de la familia de proteinas Argonautas (AGO).

Ambas cadenas del duplex de miARN maduro se pueden cargar en la familia de
AGO. La seleccién de la cadena 5p o 3p (la hebra 5p del extremo 5 'de la horquilla
del pre-miARN, mientras que la hebra 3p se origina en el extremo 3’) se basa en
parte en la estabilidad termodindmica en los extremos 5' del duplex de miARN o la
identidad del nucleétido 5. Generalmente, la hebra con extremos 5
termodinamicamente inestables o uracilo 5' se carga preferentemente en AGO y se

considera la hebra guia [4,3].

La proporcion de cadenas 5p o 3p cargadas con AGO varia segun el tipo de célula
o el entorno celular. La cadena cargada, llamada cadena guia, es retenida para
formar el complejo final mMIARN-AGO, denominado complejo silenciador inducido
por ARN (RISC). El complejo miRISC resultante es guiado a su ARNm blanco y se
une a él a través de la complementariedad de secuencias entre las secuencias

semilla y los sitios blanco de los ARNm [3, 4].

La cadena descartada miARN* (también llamada hebra pasajera) es escindida por

AGO2 y es degradada por la maquinaria celular [3,5].

Las vias de miARN no canénicas utilizan diferentes combinaciones de las proteinas
involucradas en la via canonica, principalmente Drosha, Dicer, exportina 5 y AGO2
y se dividen principalmente en independientes de Drosha y/o independiente de
Dicer. Los pre-miARN producidos por la via independiente de Drosha/DGCRS8 se
parecen a los sustratos de Dicer e implican generar una horquilla de pre-miARN.
Ejemplos de este caso son los mirtrones, que son horquillas derivadas de los
intrones que se generan durante su procesamiento a través de la accion del
espliceisoma (maquinaria encargada de la remocion de intrones) (Figural B1) [3, 5,
6].
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Otro ejemplo es el pre-miARN gque contiene 7-metilguanina (m’G) en su extremo 5.
La presencia de m’G-cap en los pre-miARN genera que no se sometan a escision
por el microprocesador Drosha/DGCR8 y dependen de Dicer para compretar su

maduracion citoplasmica (Figura 1 B2) [7].

A diferencia de los mirtrones que se exportan a través de Exportina 5/RanGTP, los
pre-mi m’G se exportan a través de Exportina 1 (XPO1). Existe un fuerte sesgo de
la hebra 3p como hebra guia durante el ensamblaje de RISC, debido a que la tapa
m ’ G impide la carga de la hebra 5p en AGO. Aungue en algunos casos Dicer

puede hacer una escision en la hebra 5p [3, 7, 8].

También se pueden generar miARN funcionales independientes de Drosha/DGCRS8
a partir de ciertos ARN nucleolares pequefios y ARNt como en la fusién de ARNt-
shRNA de MHVG68 transcritas con ARN poll Il que son procesadas en horquillas
similares a pre-miARN con extremos 5y 3"definidos como resultado de la escision
de RNAsaZ y la terminacion de pol lll, respectivamente (Figural B3) [6, 10].

En el caso de los miARN independientes de Dicer suelen ser a partir de
transcripciones endégenas de ARN en horquilla corta (ShRNA), en éstos el complejo
de microprocesador Drosha/DGCRS8 escinde inicialmente el ARN en horquilla
pequefia (ShRNA) y lo exporta al citoplasma a través de Exportin5/RanGTP, donde
requieren de AGO2 para completar su maduracion dentro porque no tienen una
longitud suficiente para ser sustratos de Dicer. Un ejemplo de esta via es la
maduracion de miR-451 (Figural C1) [3, 6. 9].

Todas las vias conducen en ultima instancia a un complejo miRISC funcional. La
union del miRISC a la UTR 3"del ARNm blanco conduce al silenciamiento de genes

mediante la represién de la traduccién y la degradacién del ARNm.
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B) Via No Candnica A) Via Canonica de la biogénesis C) Via No Canonica
independiente de de miARN independiente de Dicer
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Figura 1. Biogénesis de miARN. Via Canénicay Vias no candnicas [3-10].
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Sitio de union 3’'UTR y semillas

En la mayoria de los casos, los miARN interactiuan con la UTR 3 'de los ARNm
blanco para suprimir la expresion, sin embargo, también existe la interaccion en el
extremo 5°UTR que es llamada region semilla y consta de 8 nucledtidos. El
emparejamiento con la porcion 5’ del miARN, particularmente los nucleétidos 2 a 8,
parece ser mas importante para el reconocimiento del objetivo por parte de los
mMiARN. Ademas, los extremos 5' de los miARN relacionados tienden a estar mejor
conservados que los extremos 3', aunque estos siguen siendo menos eficaces en

cuanto al silenciamiento que los sitios de UTR 3’ (Figura2) [13,14,17,19].

Estas secuencias semillas conservadas se clasifican en grupos llamados familias
de miARN, debido a que esta secuencia compartida predice que estos grupos de
mMIARN regulardan ARNm blanco similares; sin embargo, los miembros individuales
de la familia pueden tener blancos independientes, incluso cuando se coexpresan
[16].

MIARN

Regi()n central

Regién

5 Regién Semilla ”‘ suplementana 3 3
l |
o999 9990
AL A A 4
57

Region
| complementaria |

ARNmM

Figura 2. Interaccion entre la region semilla del miARN con la region complementaria de
su ARNm blanco. La region central muestra una union imperfecta lo que conducird a la
inhibicion de la traduccion del ARNm.

Figura modificada de [19].
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Union miARN-ARNmM

La escision del ARNm o la represion de la traduccion dependen de la unién
complementaria del miARN al ARNm. La escision no es el principal modo de accién
de los miIARN animales ya que requiere del apareamiento de bases casi perfecta
del miARN con el ARNm blanco y estos se dan rara vez en animales. En la escision,
mayoritariamente en plantas, AGO tiene una funcién esencial por su actividad
endonucleolitica que escinde el ARN blanco complementario en posicion 10 y 11
utilizando la tétrada catalitica DEDH/D. Los mIiARN animales generalmente
reprimen los ARN blanco por represion traduccional y degradacion del ARNm. El
modelo méas aceptado es que la represion traduccional ocurre primero, seguida por
la degradacién del ARNm. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes, sino
que pueden ocurrir simultdneamente o con diferentes cinéticas. El mecanismo
predominante depende de la naturaleza de los ARNm blanco individuales, el tipo de

célula, el momento del desarrollo y otros factores [19].

En la mayoria de los casos la unién imperfecta del miARN con el ARNm blanco
induce la inhibicién de la traduccion (Figura?2), al interferir con el reconocimiento de
la proteina elF4F y el reclutamiento de la subunidad ribosomal pequefia 40S o al
antagonizar la union de la subunidad 60S y prevenir la formacién del complejo
ribosomal 80S [3, 6].

En el caso de la degradacion del ARNm, el miRISC recluta proteinas de la familia
GW182 y posteriormente a los complejos de deadenilasa CCR4-NOT y PAN2-PAN3
para facilitar la deadenilacion de la cola polo (a). después de la desadenilacién, el
extremo m7G-cap es removido por el complejo DCP1-DCP2, y al final el ARNm se
degradara desde el extremo 5" mediente la exoribonucleasa 1 (XRN1) en direccién
5 a3 [11,12].

Ya que el miIARN puede unirse perfecta o imperfectamente, un miARN puede
ejercer sus efectos al dirigirse a multiples ARNm, algunos de los cuales pueden
residir en la misma via celular y a su vez un ARNm puede ser receptor de varios
mMiARN permitiendo que la regulacion sea tanto especifica como a gran escala. Mas

alla de apuntar a genes individuales, los miARN regulan vias, generalmente pueden
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tener diferentes conjuntos de blancos, pero al mismo tiempo regular la misma via.
En un estudio donde se calcularon las puntuaciones de similitud para 3,25 millones
de pares de 2550 miARN humanos utilizando varias bases de datos, se encontro
gue miR-6886-5p y miR-3529-5p, que tienen diferentes secuencias semillay miARN
y se dirigen a diferentes conjuntos de genes, pero ambos controlan a la cascada de
sefalizacion MAPK. Ademas, un mismo miARN puede participar en vias distintas,
teniendo diferentes efectos en la supervivencia celular, crecimiento y proliferacion
gue dependen del tipo de célula y patron de expresion génica, por lo que el potencial
para la regulacion de la expresion génica mediada por miARN es enorme ya que se
predice que ~60% de los ARNm estan bajo el control de miARN [15, 17, 18, 13, 21].

Los microARN y el cancer

El cancer es un defecto genético complejo que engloba anomalias estructurales y
de expresion de genes en las células las cuales desarrollan crecimiento anormal y/o
pérdida de la funcion de apoptosis, que resulta en la formacion de tumores [20, 22,
23].

Existen factores reguladores que activan o desactivan genes que dirigen la
proliferacion y diferenciacion celular. El dafio a estos genes, denominados genes

supresores de tumores y oncogenes, generalmente llevan al cancer [20].

Se sabe que los miARN tienen un papel importante en la regulacion de varios
procesos biolégicos como son el desarrollo, la diferenciacion, la proliferaciéon y la
apoptosis por lo que su expresion desregulada es un mecanismo importante que
apoya al desarrollo y progresién del cancer. Dicha desregulacion podria ser causada
por multiples mecanismos, incluida la amplificacion o eliminacién de genes de
mMIARN, control transcripcional anormal de los miARN, cambios epigenéticos
desregulados y defectos en la maquinaria de biogénesis de los miARN. Ademas, se
ha demostrado que esta desregulacion afecta varias de las caracteristicas
distintivas del cancer, incluyendo el mantenimiento de la sefializacién proliferativa,
evadir supresores de crecimiento, resistir la muerte celular, activar la invasion y

metastasis e inducir la angiogénesis [22, 23, 25, 26].
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Adicionalmente, los miARN extracelulares pueden regular la funcion de otras células
en el nicho tumoral, ya que afectarian las comunicaciones intercelulares para crear
un microambiente adecuado para que las células cancerosas crezcan y escapen de

la respuesta inmune [23].

Algunos miARN contribuyen directamente en la oncogénesis en diversos tejidos ya
que funcionan como supresores de tumores u oncogenes, ademas, se han

considerado marcadores de susceptibilidad genética al cancer [20, 22, 23].

Los miARN que estan sobre-expresados en los tumores se les consideran
oncogenes, éstos se encuentran en exceso de forma significativa en diferentes tipos
de cancer y son llamados “oncomiRs”. Los oncomiRs promueven el desarrollo de
tumores inhibiendo negativamente los genes supresores de tumores y/o los genes

que controlan la diferenciacion celular o la apoptosis [22].

Por otro lado, la expresion de algunos miARN estd disminuida en las células
cancerosas. Estos tipos de miARN se consideran genes supresores de tumores.
Los miARN supresores de tumores generalmente previenen el desarrollo de
tumores al inhibir negativamente los oncogenes y/o genes que controlan la

diferenciacion celular o la apoptosis [22].

A pesar de ésta clasificacion un miARN particular puede haber exhibido una funcion
oncogénica en algunos tipos de canceres, mientras que el mismo miARN actla
como un supresor tumoral en otros canceres. Un buen ejemplo seria miR-29 que
fue reportado como un oncogén en cancer de mama mientras que actué como un
gen supresor de tumores en tumores de pulmoén. Esto probablemente se deba a la
capacidad de que un mismo mIARN puede participar en varias vias teniendo
diferentes efectos dependiendo del tipo de célula y patrén de expresién génica. Por
lo que asociar un miARN particular y un tipo especifico de cancer es complicado por
la diversidad genética de los tumores y en las lineas celulares derivadas de

diferentes tumores [21, 23].
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Mecanismos de expresion anormal de miARN en neoplasias
e Amplificacion o eliminacion de genes de miARN

Un numero considerable de genes de miARN se encuentran en regiones genomicas
asociadas con el cancer, estos son llamados sitios fragiles que se eliminan,

amplifican o translocan durante la enfermedad [25, 28].

Estas variaciones de los loci genémicos de miARN provocan alteracion en el nUmero
de copias de miARN, ya sea sobre-expresandolos, expresandolos escasamente o

eliminandolos por completo [26, 27].

En la Leucemia Linfocitica Crénica de células B (LLC-B), la delecion de 13q14 esta
presente en mas de la mitad de los casos de la enfermedad, donde se encontré que
dentro de la parte eliminada se encuentran los genes mir-15a y mir-16a que
codifican para miR-15a y miR-16a, los cuales regulan al ARNm del gen
antiapoptotico linfoma de células B 2 (BCL2), que es clave en muchos tipos de
canceres humanos, incluyendo leucemias, linfomas y carcinomas. Un analisis de la
delecién indicé que estos dos genes de miARN se encuentran dentro de la region
gue se pierden en pacientes con LCC, y el analisis de expresién indicé que miR-15a
y miR-16a estaban ausentes o regulados a la baja en la mayoria de los pacientes
con LCC (Figura3) [22, 24].

En varios tipos de linfoma incluyendo linfomas difusos de células B grandes
(DLBCLs), linfomas de células del manto, linfomas de Burkitt y varios tipos de
tumores se ha encontrado una amplificacion de 13931, especificamente el gen
c13o0rf25. Una consecuencia de esta amplificacion es el aumento en la abundancia
del grupo de mir-17-92, una serie de seis miARN: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-
20a, miR-19b-1 y miR-92a, que promueven la proliferacion, inhiben Ila
diferenciacion, aumentan la angiogénesis, ademas de trabajar junto a c-myc para

promover el desarrollo agresivo del cancer (Figura 3) [22, 37, 38].
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Figura 3. La delecion de 13q14 presenta la perdida de los genes mir-15a y mir-16a que

codifican para miR-15a y miR-16a encargados de regular al ARNm del gen antiapopt6tico

BCL2, clave en muchos tipos de canceres humanos, incluyendo leucemias, linfomas y

carcinomas. La amplificacion de 13931 provoca diferentes tipos de linfoma como el

DLBCL o el linfoma de Burkitt; al amplificar el gen c130rf25 aumenta la abundancia de
miR-17-91, un grupo de miR que promueven la proliferacién, inhiben la diferenciacion y

aumentan las angiogeénesis. [22, 24,37,38]
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¢ Regulacion de la transcripcion de miARN.

Se ha mostrado en varios estudios que los cambios en los activadores o supresores
de proteinas transcripcionales conducen a una transcripcion anormal de miARN en
canceres humanos. Esta expresion anormal puede deberse a la desregulacion de
algunos factores de transcripcion que estan estrechamente regulados, como p53 y
cMyc [23, 25].

p53 es una proteina supresora de tumores codificada por el gen TP53, que esta
regulada positivamente como respuesta al dafio al ADN y al estrés oncogénico.
Forma una red compleja para regular la progresion del ciclo celular y la apoptosis.
También regula la expresion de muchos genes, incluidos los genes de miARN como
la familia de miR-34 que incluye miR-34a/b/c. Esta familia de miARN reprime genes
promotores del crecimiento y se coordinan con otros miembros de la red supresora
de tumores p53 para inhibir la proliferacion celular descontrolada y promover la
apoptosis. Las mutaciones en la via p53 estan presentes en casi todos los canceres
[23, 25, 27, 28, 29].

Otros miR regulados por p53 son miR-145 (promueve la apoptosis), miR-605 (regula
la expresion de Mdm2, regulador negativo de p53), miR-1246 (induce la apoptosis)
y miR-107 (media la regulacion de la sefializacion hipoxica por p53 y la angiogénesis
tumoral) [23, 25, 106, 107, 108].

c-Myc es codificado por el protooncogén c-myc y regula una variedad de genes que
pueden o no codificar proteinas, entre estos se encuentra una variedad de miARN.
Cuando c-myc se vuelve oncogénico y se sobreexpresa activa la transcripcion del
grupo oncogénico miR-17-92 (también conocido como oncomiR-1). miR-17-92 es
un grupo de miARN policistronicos localizado en el cromosoma 13 humano y
codifica seis miARN individuales: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1
y miR-92a. Este promueve la progresiéon del cancer al controlar la expresion de
E2F1, trombospondina 1 (THBS1), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)
y otros ARNm blanco para regular la progresién del ciclo celular y la angiogénesis
[23, 27, 28, 30].
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c-Myc también reprime la transcripcion de algunos miARN supresores de tumores

como las familias mir-15a, mir-26, mir-29, mir-30 y let-7 [23, 27].

En el carcinoma hepatocelular, c-Myc se une a miR-148a-5p o miR-363-3p y reprime
su expresion produciendo tumorigénesis hepatocelular. Estos miARN comprenden
un ciclo de retroalimentacién negativa que coopera para inhibir la traduccion de c-
Myc y promover la degradacién de la proteina Myc preexistente (Figura 4A). miR-
148a-5p se dirige directamente a c-Myc y lo inhibe, mientras que miR-363-3p

funciona de forma mas indirecta al desestabilizar a Myc (Figura 4B) [23, 25, 31].

Los receptores nucleares (NR) son factores de transcripcion activados por ligando
gue regulan la expresion génica, su expresion depende del tipo celular y del tejido
y la desregulacion de su expresion esta involucrada en varias enfermedades.
Algunos estudios demuestran que los NR que pueden cambiar indirectamente la
abundancia de miARN a través de vias de sefializacion ademas de regular su

actividad transcripcional directamente en el cancer.

En un gran porcentaje de los tumores de cancer de mama esta expresado el
receptor de estrogeno a (ERa) asociado a un mejor prondstico debido a la respuesta
al tratamiento hormonal. Se ha encontrado que miR-206 actua sobre ERa
reduciendo su expresion e inhibe la proliferaciéon de células ERa-positivas. La
sobreexpresion de miR-221-222 en células ER- positivas promueve la transicion de
tumores ER-positivos a ER-negativos, aumenta la proliferacion, la actividad
migratoria, ademas de suprimir varios genes con funcién de supresion tumoral y
metastasis [27, 39, 40].
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Figura 4. A) miR-148a-5p y miR-363-3p y c-Myc comprenden un ciclo de
retroalimentacion negativa. Estos miARN inhiben la traduccion de c-Myc y promueven su
degradacion, asi como c-Myc reprime la expresion de miR-148a-5p y miR-363-3p. B) miR-
148a-5p se dirige directamente a c-Myc y lo inhibe, mientras que miR-363-3p funciona de
forma mas indirecta al desestabilizar a c-Myc [23, 25, 31].
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e Control epigenético de miARN

La epigenética es el estudio de los cambios en la expresion genética, que son
hereditarios y que no se atribuyen a alteraciones de la secuencia de ADN. Las
marcas epigenéticas, cambian la forma como se expresan los genes. Las
modificaciones epigenéticas mas frecuentes son la metilacion del ADN vy la

modificacion de las colas de histonas (acetilacion y metilacion de histonas).

Una caracteristica eminente del cancer es la alteracion epigenética y se cree que
los miARN también son susceptibles a la modulacion epigenética por lo que la
alteraciéon de los mecanismos epigenéticos da como resultado una expresion

aberrante de miARN en células cancerosas [25, 23].

Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético que ocurre en todas las células
de vertebrados e implica la transferencia de un grupo metilo a la posicion C5 de la
citosina para formar 5-metilcitosina. Regula la expresion génica mediante el
reclutamiento de proteinas de represion génica o por la inhibicién de la unién de
factores de transcripcion al ADN. Las células diferenciadas desarrollan un patrén de
metilacion del ADN estable y Unico que regula la transcripcion génica especifica de
los tejidos [32].

Las islas CpG son tramos de ADN de aproximadamente 1000 pb que tienen una
mayor densidad de CpG en las que a menudo se encuentran los promotores de
genes. Las islas CpG, especialmente las asociadas a los promotores génicos, rara
vez estan metiladas por lo que la metilacién de genes promotores humanos CpG
suele inhibirse [32].

Hay evidencia que sugiere que la modificacion de la metilacion del ADN afecta la
expresion de miARN en el cancer, afectando la transcripcion de pri-miARN,

particularmente por la metilacion de la isla CpG asociada al promotor [27].

En un estudio, el cancer de vejiga humano mostré que 17 de 313 miARN humanos

estan regulados positivamente mas de tres veces en células de cancer de vejiga
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T24 después del tratamiento simultaneo con inhibidores de la metilacion del ADN y
de la acetilacion de histonas. Entre estos miR-127, que se localiza en una isla CpG
y que carece de expresibn en células cancerosas, tuvo una expresion
significativamente elevada después del tratamiento, ademas de la regulacion

negativa del proto-oncogén BCL6 [33].

En otro caso miR-22 funciona como un modificador epigenético y suprime la
expresion de miR-200, que es un supresor de tumores y regula negativamente
diferentes tipos de cancer, a través de la orientacion directa de enzimas de
remodelacion de la cromatina que conducen a la hipermetilacion del promotor mir-

200 lo que lleva al pluripotencialidad y metastasis en el cancer de mama [34].

Modificaciéon de histonas

En los eucariotas, el ADN estd asociado con proteinas histonas que ayudan a
empaquetar las largas cadenas de ADN en el pequefio compartimento nuclear.
Estas proteinas suelen tener modificaciones quimicas que incluyen metilacion,
acetilacion, ubiquitinacion y fosforilacion en sus colas N-terminales, y ayudan a
regular la replicacion del ADN, la expresion genética y la reparacion del dafio del
ADN. Las modificaciones que aflojan la asociacion del ADN con las histonas brindan
un entorno permisivo para la transcripcion, mientras que las modificaciones que

empaguetan firmemente el ADN y las histonas reprimen la expresion génica [32].

En la LLC hay una reduccién de miR-15a y miR-16a debido a la delecion de 13q14,
sin embargo, un porcentaje de casos con LLC expresan niveles bajos de estos
MIARN a pesar de la falta de deleciones observables en 13q. Estos hallazgos
sugieren la existencia de mecanismos reguladores adicionales para mediar el

silenciamiento de miR-15a y miR-16 en la LLC.

Estas células de LLC se caracterizaron por niveles bajos de la modificacion de la
cromatina H3K4me2, que activa la transcripcién, en los promotores de los genes
miR-15a y miR-16 por lo que expresaron niveles bajos de este grupo de microARN.
Las HDAC (histonas desacetilasas) son enzimas moduladoras de la cromatina que

catalizan la eliminacion de grupos acetilo. Se encontré6 que su sobreexpresion
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promueve la compactacion de la cromatina impidiendo el acceso a los factores de
transcripcion y conduce al silenciamiento epigenético de genes, por lo que

promueve el silenciamiento de miR-15a y miR-16 [35].
e Funcion anormal de genes en la biogénesis de miARN

La biogénesis de los miARN esta controlada por varias enzimas y proteinas
reguladoras que permiten la maduracion correcta de los miARN, por lo que los
defectos en el sistema de biosintesis podrian conducir a una expresion anormal de

los miARN y mejorar la oncogénesis [25, 23].

Las mutaciones en DICER y Drosha, la desregulacién del microprocesador o de las
proteinas asociadas al microprocesador implicadas en el procesamiento del pri-
mMiARN contribuyen a las alteraciones de la expresion de miARN en el cancer [27-
28].

DICER y Drosha presentan mutaciones en los tumores de Wilms, el cancer del tracto
genitourinario infantil mas comun, las mutaciones E1147K y D1151Y de Drosha, y
E1705 y D1709 de DICER alteran un residuo de union a metal del dominio de la
ARNAsa IlIA y ARNAsa IlIB respectivamente, y afecta la actividad de
procesamiento. Estas mutaciones no cambian la expresiéon de las proteinas, sino

gue causan defectos en la funcién del dominio ARNAsa (Figura 5) [42].

Los tumores con mutaciones de DICER y Drosha pueden producir algunos miARN
maduros competentes ademas de presentar una produccion defectuosa de miARN
especificos. Algunos de estos miARN fueron miembros de la familia de let-7 y
algunos otros miARN que presentan actividad en la proliferacion y diferenciacion
celular y han sido implicados como supresores de tumores en canceres humanos.
[28, 41-42].
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Figura 5. Las mutaciones E1147Ky D1151Y de Drosha, y E1705y D1709 de DICER alteran
un residuo de unién a metal del dominio de la ARNAsa IlIA y ARNAsa IlIB respectivamente,
afectando la actividad de procesamiento, causando defectos en la funciéon del dominio
ARNasa pero no cambiando la expresion de las proteinas. Se pueden producir algunos
MIARN maduros competentes ademas de una produccion defectuosa de miARN
especificos. [41-42]

La sobreexpresion de Drosha puede alterar el perfil de expresién global de miARN
y promover la proliferacion, migracion e invasion celular que contribuye a la
progresion del cancer, como en el caso de los carcinomas de células escamosas
cervicales avanzados donde en el 50% de los casos Drosha se encuentra sobre-
expresado. También se ha relacionado la baja expresioén con otro tipo de canceres
y provocando metéstasis e invasion. En el carcinoma renal de células claras
(ccRCC), que es el cancer renal mads comun en adultos, ademas de ser muy
agresivo y metastasico, se encontré que tanto Drosha y DGCR8 estaban regulados
a la baja significativamente. Por lo que diferentes tipos cancer tienen diferentes
mecanismos geneéticos o epigenéticos que controlan la expresion de Drosha que
resulta en la expresion anormal de miARN oncogénicos o supresores de tumores

en un tipo de cancer determinado [27,28, 36, 37].
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La biogénesis de miARN requiere ademas de sus enzimas de procesamiento
centrales varios factores reguladores, como lo son las proteinas asociadas al
microprocesador, que a menudo estan desreguladas en las células cancerosas.
Algunos de estos incluyen p68 (DDX5), p72/p82 (DDX17), pertenecen a la familia
de proteinas DEAD box, son reclutados al complejo microprocesador Drosha y a
través de la interaccion fisica promueven el procesamiento de pri- a pre-miARN [28,
41,43].

El supresor tumoral p53 es un factor de transcripcion que interactiia con el complejo
Drosha a través de moléculas de ARN y p68, y forman un complejo regulador que
induce la expresion de un grupo de miARN supresores (miR-15/16, miR-143, miR-
145, miR-203 y otros). Ademas, que su expresion induce un aumento en la
asociacion de p68 al complejo microprocesador que a su vez aumenta la actividad
de Drosha (Figura 6A) [28, 41, 43].

El p53 esta mutado en varios canceres humanos. El mutante p53 (mutp53) pierde
sus funciones supresoras de tumores, ademas de adquirir ganancia de funciones
oncogénicas. Existen evidencias que suprime la actividad de procesamiento de
miARN de Drosha secuestrando p68 y uniéndose directamente a p72/82.

Tal es el caso del carcinoma endometrial (CE) donde mutp53 interfiere con las
asociaciones entre el complejo Drosha y p68, que conduce a la disminucion de miR-

26a que puede inhibir la metastasis y la progresion tumoral (Figura6B) [43, 44].

Exportin-5 (XPO5) es la encargada de exportar el pre-miARN al citoplasma de
manera dependiente de RanGTP por lo que las alteraciones estructurales en este
transportador pueden afectar la expresion global del miARN, aumentando el riesgo

de desarrollar cancer [45].

Se han identificado algunas mutaciones en XPO5, estas impiden la exportacion de
pre-miARN provocando su acumulacion en el nucleo, obstruyendo la biogénesis e
impidiendo la maduracion de los miARN en algunos tipos de cancer. Ademas, se
han encontrado alteraciones en el patron de metilacion de la regiébn promotora de
XPO5 que provocaron una expresion aberrante de XPO5 impactando en la tasa
proliferativa de una célula en el cancer de mama [28, 45, 46].
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Por lo que la variacién genética y epigenética conducen a la desregulacion de XPO5
contribuyendo a defectos en el procesamiento de miARN y la tumorigénesis [45,
46].
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Figura 6. A) El supresor tumoral p53 interactia con el complejo Drosha a través de
moléculas de ARN y p68 formando un complejo regulador que induce la expresion de un
grupo de miARN supresores. B) El mutante p53 (mutp53) secuestra e interfiere con la
asociacion entre el complejo Drosha y p68 suprimiendo la actividad de procesamiento de
miARN de Drosha. Ademas de perder sus funciones supresoras de tumores y adquirir
ganancia de funciones oncogénicas. [41, 43, 44]
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microARN circulantes

Los microARN circulantes son microARN que migraron fuera de las células hacia
los fluidos corporales. La mayoria salen formando complejos con proteinas, como
AGO2, NPM 1 o con lipoproteinas de alta densidad (HDL). Una parte lo hace
secretandose a través de exosomas, microvesiculas y otra debido a la fuga pasiva
durante la apoptosis, la necrosis o el entorno de la inflamacion. A pesar de que se
ha demostrado que los microARN son bastante estables y no se destruyen en
condiciones desfavorables, la formaciéon de complejos o0 empaquetamiento en
exosomas es necesario para protegerlos de la digestiéon de las ARNasas en los
fluidos corporales [49, 50].

Se han identificado a varios miARN en fluidos corporales y otros entornos
extracelulares, incluidos plasma, suero, orina, saliva, semen, derrames pleurales

amniéticos y liquido cefalorraquideo [51].

Existe evidencia de que los mIARN extracelulares pueden desempefiar funciones
de comunicacion celular, y que al igual que los miARN intercelulares, participan en
la regulacién de algunos procesos biolégicos en las células receptoras, e incluso
podrian servir como ligando para activar o suprimir el sistema inmunolégico. Su
desregulacion se asocia al origen, progresion y respuesta terapéutica de varias
enfermedades, sobre todo los MIARN exosomales que estan involucrados en varios
procesos fisioldégicos y patolégicos como la inflamacién, respuesta inmune y

progresion del cancer [49, 50, 60].

Los exosomas son vesiculas extracelulares (Evs) que varian de 40 a 100 nm de
diametro y desempefian un papel esencial en el transporte y la estabilidad de los
miARN en fluidos bioldgicos. Los exosomas son estructuras encerradas en bicapa
lipidica secretadas activamente por las células en el entorno extracelular y pueden
empaquetar varias moléculas, como proteinas, lipidos, metabolitos y material
genético (ARN mensajeros y ARNnNc), para protegerlos de la degradacion
enzimatica y facilitar su transporte a las células receptoras. Ademas, los exosomas
son conservados y especificos del tipo de célula, dependiendo de la molécula y la
célula de la que se desprenden [51, 60].
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Aunque todavia no son totalmente claros los mecanismos que estan involucrados
con la incorporacion de miARN a los exosomas, se ha identificado que la region
3’de los miARN puede ser critica ya que se ha visto que la secuencia de miARN 3°
con mas poli (U) que poli (A) en ese extremo se clasifican preferentemente en los

exosomas [58].

Se ha visto que los miIARN exosomales pueden ingresar a las células vecinas a
través de endocitosis o fagocitosis, la fusion de membranas o la identificacion e
integracion de receptores en la superficie celular y pueden afectar objetivos de
ARNm de forma remota desde su origen por lo que no solo afectan a las células
circundantes, también a los tejidos distantes [47, 50].

Las células tumorales cancerosas a menudo liberan gran nimero de microvesiculas
y exosomas que contienen las firmas de miARN especificas que reflejan el perfil de
miARN desregulado en las células cancerosas. Estas vesiculas extracelulares
pueden alcanzar areas remotas y afectar a las células receptoras que las
internalizan e incluso afectar al microambiente tumoral, pueden unirse como
ligandos a los receptores tipo Toll en las células inmunes circundantes. Con todo
esto facilitan y promueven la formacién de un nicho metastasico en érganos
distantes [48, 49, 52].

Los exosomas desempefian un papel importante en la promocién del crecimiento
tumoral y la metastasis ya que dependen en gran medida del microambiente y la

sefalizacion extracelular entre el cancer y las células del estroma [52].

Inclusive se han detectado en sangre de pacientes con cancer algunos miARN
circulante relacionados con la metastasis (miR-373 en cancer de mama) pero aun

no se ha encontrado su rol en la circulacion [52, 57].
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Biomarcadores de miARN

Algunos de los métodos actuales de diagnostico del cancer suelen ser muy
invasivos y de baja sensibilidad lo que no permite encontrar los tumores en una
etapa temprana retrasando el tratamiento. Ademas, los biomarcadores proteicos
mMA&s nuevos y mejorados, que son los mas comunes, han resultado ser costosos,
requieren invertir mucho tiempo debido a la baja cantidad de proteinas clinicamente
significativas, sus estructuras son complejas y no cuentan con meétodos de
deteccion precisos. Los miARN circulantes tienen muchas caracteristicas que los
hacen buenos candidatos a biomarcadores del diagnéstico, pronostico y respuesta

a la terapia al cancer [53, 59].

Segun el Instituto Nacional del Cancer estadounidense un biomarcador es “una
molécula biolégica que se encuentra en la sangre, otros fluidos o tejidos del cuerpo,
y Cuya presencia es un signo de un proceso normal o anormal, de una afeccién o
de una enfermedad que a veces se utiliza para determinar la respuesta del cuerpo
a un tratamiento para una enfermedad o afeccion”. Ademas de esto, los
biomarcadores deben cumplir algunos otros criterios como ser sensibles a los
métodos de deteccion, ser estables, especificos, econdmicos y de facil obtencion

mediante métodos no invasivos [53, 54, 55].

Esencialmente los miARN circulantes cumplen con estos criterios y se consideran
biomarcadores prometedores para varias enfermedades humanas, ya que tienen
facil accesibilidad al poder determinarse en diferentes biofluidos con métodos
minimamente invasivos con bajo riesgo de complicaciones asociadas, cuentan con
una alta estabilidad y especificidad para el tipo de tejido o célula de procedencia,
inclusive se puede medir la variacion de sus niveles de acuerdo con la progresion y
cambio de la enfermedad en tiempo real y su respuesta a la terapia, ademas de ser
cuantificables mediante métodos ya establecidos en la clinica como PCR
cuantitativo (QPCR) [50, 53, 59, 60].

Desde el 2008, cuando se utilizaron para el examen de linfoma difuso de células B

grandes en el suero de pacientes se ha considerado a los miARN como buenos
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candidatos a biomarcadores y desde entonces se han identificado varios miARN

circulantes desregulados en el plasma y suero de pacientes con cancer [50, 59].

Se ha encontrado que los miARN circulantes de plasma y suero podrian usarse para
discriminar a pacientes de cancer de individuos sanos en diferentes tipos de
canceres como el de mama, colorectal, gastrico, pulmoén y hepatocelular. Ademas,
han mostrado concentraciones diferentes entre subtipos de cancer y grados de
diferenciacion de cancer de mama lo que contribuiria a un diagnostico temprano
[49, 57, 62, 63].

Ademas del plasma y suero se ha utilizado otros fluidos para la deteccion de miARN
circulantes, como la orina en canceres urologicos, saliva en canceres orales y

liguido cefalorraquideo para canceres cerebrales [51, 52].

Uno de los mejores candidatos para convertirse en biomarcador es miR-21
circulante. Este oncomir, se ha demostrado que promueve el crecimiento, invasion
y migracion tumoral en distintos tipos de cancer, fue encontrado en pacientes con
metéstasis en diferentes tumores, como en el cancer de mama donde permitié
distinguir los pacientes de cancer metastasicos de aquellos con enfermedad
localizada. Aunque se relacionan los niveles altos de miR-21 con un estado clinico
avanzado, metastasis y mal pronéstico, no se han podido validar, posiblemente
debido a las diferencias en las cohortes de pacientes o en los métodos de

preparacion o andlisis [52, 57, 62].

La expresion desregulada de los miARN en el cancer les otorga un perfil de
expresion particular que beneficiaria a la deteccién temprana, ademas que los
MIARN asociados al padecimiento presentan una alta expresion. Estos perfiles
particulares otorgan la ventaja de un modelo con multimarcadores, que mejora la
precision en el diagnadstico, la guia del tratamiento y la evaluacion de la respuesta
al tratamiento, ademas, el uso de paneles que incluyen una variedad de miARN
proporciona un enfoque mas rentable. Estos paneles pueden ser mas efectivos que
el uso de miIARN Unico, pero ambos tienen una importancia destacada para los

pacientes con cancer [47, 60, 61].
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También se ha visto que pueden ser marcadores de prondstico debido a los cambios
de nivel de miARN circulantes durante la quimioterapia y la recurrencia de la
enfermedad. Darian una prediccion de la sensibilidad a los medicamentos y a la
quimioterapia por adelantado y reducir una innecesaria toxicidad, siendo una valiosa
ayuda en la seleccion de estrategias de tratamiento, el prondéstico del cancer y el

seguimiento [50, 59].

A pesar de que los miARN son candidatos prometedores como biomarcadores hay
varias razones para que todavia no sean aplicables clinicamente. Existen varios
pasos clave para que un nuevo biomarcador entre en la practica como la
verificacion, la validacion y la aplicacion clinica. Ademas, existen varios desafios en
el analisis como cantidades limitadas del analito, contaminacién celular, riesgo de
inhibicion, estandarizacion inadecuada de métodos y andlisis de datos,

normalizacion e interpretacion [53, 54, 59].

Aungque los miARN se han verificado con diferentes poblaciones y condiciones
patologicas por el momento, los hallazgos en general carecen de reproducibilidad
ya que existen discordancias entre diferentes equipos analizando los mismos
tumores. Lo anterior puede deberse a la falta de estandarizacion de los diferentes
procedimientos por lo que se deben desarrollar protocolos estandarizados desde
las primeras etapas del proceso, como la recoleccion, transporte y almacenamiento
de muestras, hasta el analisis de datos debido a la diversidad de métodos
tecnoldgicos utilizados. Ademas de otros factores como la raza, la edad, el sexo y

el tipo de muestra [50, 59].

No solo la poblacién y la metodologia son el problema que deben abarcar, algunos
de los miARN identificados carecen de especificidad. Un buen nimero de miARN
circulantes no son especificos de un tipo de cancer, pero se identifican como
biomarcadores de otros. Recordemos que el mismo miIARN puede actuar como
oncogén o gen supresor, dependiendo de los diferentes tipos de cancer por lo que
es importante descubrir los mIARN expresados anormalmente correspondientes en
cada tipo de cancer [47, 50, 54].
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Y aunque existen algunos miARN que se sobreponen para un cancer determinado,
encontrar una firma uUnica podria ser dificil, por lo que usar un panel de miARN
circulantes podria ser mas factible. Tambien seria necesario realizar estudios sobre
la base de estos paneles con poblaciones de muestras de pacientes bien

categorizadas y diversas [50].

La inconsistencia de los niveles de miARN entre el plasma y el tejido es otro factor
importante. Es muy probable que la cantidad de los miARN regulados positivamente
en el tumor primario aumente en la circulacion, debido al escape de las células
cancerosas. Sin embargo, debe ser una cantidad significativa para detectar este
aumento, si no seria dificil su deteccibn. Ademas, los mMIARN regulados
negativamente por el tumor no se pueden detectar directamente en circulacion, el
tumor tiene que afectar negativamente la expresion de miARN en otras células para

que se regule a la baja en la circulacién y pueda detectarse en un analisis [54].

Inclusive, otros varios parametros, como los medicamentos, no necesariamente del
tratamiento contra el padecimiento a tratar podrian afectan a los miARN circulantes
[61].

Ademas, deben someterse a rigurosas pruebas de ensayos clinicos y obtener la
aprobacion de las autoridades regulatorias antes de su implementacion clinica como
biomarcadores y este proceso puede llevar mucho tiempo y ser costoso, por lo que

no hay garantia de aprobacién [60].
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Los microARN como terapia contra el cancer

Se ha demostrado que los miARN tienen gran participacion en la carcinogénesis y
la metastasis; ademas de su posible uso como biomarcadores, actualmente se

investiga su potencial en el tratamiento contra el cancer y otros padecimientos.

Existen estudios preclinicos e in vitro donde se han podido inhibir oncomiRs o
reintroducir los mMIARN supresores de tumores en células cancerosas, ésto
demuestra que los miARN podrian usarse como farmacos o blancos terapéuticos y
que las terapias basadas en estos podrian ser efectivas para inhibir la migracién y
proliferacion celular o mejorar la muerte celular. Ademas de poseer la capacidad de
apuntar a multiples vias y genes y disminuir considerablemente el riesgo de

resistencia a la terapia al atacar genes criticos [23].

El objetivo de las terapias basadas en miARN es restaurar la funcién normal de las
vias celulares desreguladas. Para esto existen dos tipos de terapias basadas en
MIARN: 1) inhibidores de miARN (también conocidos como antimiR) que inhiben la
actividad de microARN oncogénicos y 2) imitadores de miARN que buscan restaurar
la funcion de microARN supresores de tumores. Los antimiR son pequefias
moléculas sintéticas de ARN monocatenario basados en oligonucleotidos
antisentido (ASO), que tienen una secuencia complementaria al miARN que se
piensa inhibir para unirse fuertemente a él y bloquear su funcién. Los imitadores de
miARN son pequefias moléculas sintéticas de ARN bicatenario con la secuencia de
miARN correspondiente que repondra a la expresién perdida en la enfermedad [26].

Ademas, deben tenerse en cuenta otros factores extrinsecos a las células
cancerosas para la introduccion de los miARN en la terapia como la multiplicidad de
mMiARN en las células cancerosas, interaccion con el sistema inmune, las células del

estroma tumoral e incluso con otras terapias contra el cancer [26, 65].

e Inhibicién de miARN

Existen una gran cantidad de miARN que se encuentran sobreexpresados en el

cancer por lo que la inhibicion de éstos seria beneficioso para prevenir o revertir la
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propagacion de la enfermedad, es por eso que la investigacion sobre éste tipo de

terapia génica se ha vuelto un area de interés.

Las terapias de inhibicion de miARN tienen como objetivo bloquear la interaccion
entre mMIARN y ARNm basandose en las propiedades de complementariedad entre
los mIARN y los ARNm objetivos para asi poder silenciar oncogenes. Los principales
MIARN a inhibirse son los mIARN con caracteristicas de oncogénicas, €stos se
pueden llegar a bloquear mediante el uso de oligonucleotidos antisentido (ASO) y
oligonucledtidos anti-miR (AMO), acidos nucleicos bloqueados (LNA) y esponjas de
miARN [50, 65].

Oligonucleo6tidos antisentido (ASO) y Oligonucleétidos anti-miARN (AMO)

Los oligonucledtidos antisentido (ASO por sus siglas en inglés) son pequefios
fragmentos de ADN o ARN sintético monocatenario en los que las bases
nitrogenadas estan modificadas quimicamente y estan disefiados para unirse
selectivamente a través de apareamiento de bases complementarias al ARN que
codifica el gen de interés. La unién con su objetivo puede desencadenar la
degradacion del ARN reclutando la RNAsa H, la prevencion de la traduccién de un
ARN especifico evitando su union al ribosoma y alteracién del empalme del pre-
ARNmM uniéndose a secuencias complementarias de pre-ARNm [66, 67].

Los ASO no modificados suelen ser mas susceptibles a la degradacion por
nucleasas, ademas, su gran tamafio y su carga restringen su difusion pasiva en la
célula. Por lo que se han modificado quimicamente para aumentar su eficacia, su

estabilidad y disminuir la respuesta inmunitaria y la toxicidad fuera del objetivo [68].

36



Los ASO de fosforotioato (PS) pertenecen a la primera generacion, en éstos el
oxigeno que no forma el puente del grupo fosfato se reemplaza por un &tomo de
azufre, lo que resulta en la formacion de un enlace fosforotioato (Figura 7). Esta
modificacion lo hace resistente a la degradacion de las nucleasas, reduce su
depuracion renal al unirse a proteinas séricas, muestra una distribucion
predominante en higado, rifién y bazo y demuestran una buena captacion celular.
Sin embargo, existen toxicidades significativas asociadas con las capacidades de

unién a proteinas que provoca reacciones inmunitarias [26, 68, 72].
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(PMO), donde la fraccién del azucar de cinco miembros se sustituye con una
subunidad de morfolina de seis miembros, y cada anillo de morfolina esta
interconectado con un enlace de fosforodiamidato (Figura 8). Los PMO tienen carga
neutra y ejercen su efecto por impedimento estérico o modulacién de empalme. El
anillo de morfolina aumenta su solubilidad en agua y la ausencia del grupo carbonilo

proporciona resistencia contra proteasas y esterasas [68, 71, 83].
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Los acidos nucleicos peptidicos (PNA) son imitadores sintéticos de acidos nucleicos
que contienen unidades neutras de N-2-aminoetilglicina, con nucleobases
conectadas por un enlace de metilcarbonilo flexible (Figura 9). Los PNA poseen una
fuerte afinidad de unién con secuencias de ARN y son resistentes a la degradacion
enzimatica, sin embargo, poseen una baja solubilidad en agua y disminucién de la

captacion celular [68].

g,
O

Figura 9. @) B
Modificacion acidos

nucleicos peptidicos

(PNA). N

I Ve
O=P—N
%

Bt

La modificacion en la posicion 2' de las ribosas de los nucleétidos mejora su afinidad
de union, tienen una mayor biodisponibilidad y proporciona resistencia a la
degradacion enzimatica. Las modificaciones usadas mas a menudo son 2' flaor
(2'F), 2'-O-metil (2'-O-Me) y 2'-O-metoxietil (2'-O-MOE) (Figura 10). Sin embargo,
los oligonucleétidos modificados en la posicion 2' no favorecen la actividad de
ARNasa H, pero esto puede cambiar al usar un disefio de oligonucledtidos
modificados con una region central de nucle6tidos antisentido sin modificar (disefio
gapmer, Figura 8), flanqueada por extremos modificados en este caso
modificaciones con nucledtidos 2'. Se ha establecido que este tipo de disefio

estimula el mecanismo de escision basado en la ARNasa H1 [68, 71, 73].
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Figura 10. Modificacion en la posiciéon 2’ de las ribosas.

Aun se deben tener precauciones al usar las modificaciones 2’ ya que puede haber
un aumento en la afinidad de unién a proteinas plasmaticas o intracelulares
contribuyendo a efectos toxicos in vitro e in vivo. Como el caso de 2' F que se asocia
con una alta cantidad de proteinas celulares a nivel global lo que puede perjudicar
la localizacion y las funciones de las proteinas intracelulares como las proteinas

DBHS y conducir a la hepatotoxicidad [74].

Los acidos nucleicos bloqueados (LNA) son modificaciones que contienen un
puente de metileno que une el 2’0 al 4’C del anillo de Ribosa (Figura 11), que
aumenta su afinidad de union a las secuencias del ARN objetivo, debido a su
estructura preorganizada y un aumento en la temperatura de fusion del daplex (Tm),

O

Figura 11. Acidos
nucleicos blogqueados
(LNA).
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ademas de poseer resistencia a las nucleasas muestran mayor solubilidad en agua

y mayor estabilidad metabdlica para la administracion in vivo [68, 75].

Los LNA se pueden dividir en dos tipos de disefios: mixmers y gapmers (Figura 12).
Los disefios de mixmer estan conformados por nucleétidos no modificados
interespaciados entre los nucleétidos modificados, en este caso LNA, a lo largo de
la secuencia y no inducen la escision de la ARNasa H1, sino que modulan la
expresion del ARNm a través del mecanismo de impedimento estérico. Mientras
que los gapmer estimulan la escision basada en la ARNasa H1. Actualmente los

disefios se realizan generalmente con enlaces internucledsidos PS [68, 64, 75].

Algunas de estas modificaciones pueden llegar a ser toxicas y provocar efectos no
deseados debido al aumento en la afinidad de unién. [64]

Los ASO actuan principalmente escindiendo selectivamente los pre-ARNm por lo
que uno de sus objetivos puede ser la transcripcion de pri-miARN, sin embargo,
estas transcripciones a menudo contienen precursores policistronicos o estan
asociadas a otras moléculas de ARN lo que conduciria a una degradacion

involuntaria de otros ARN no especificos [69, 71].
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Figura 12. Disefio de Oligonucleétidos antisentido. Modificados quimicamente para
proporcionar resistencia a nucleasas y aumentar la afinidad. Los gapmer contienen una
region central de nucleétidos antisentido sin modificar, flanqueada por extremos
modificados. Mientras los mixmer estan conformados por nucleétidos no modificados
interespaciados entre los nucleétidos modificados. [68, 64, 69, 71, 75]
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Aunqgue el bucle de pre-miARN también podria ser un objetivo para ASO posee poca
accesibilidad para invadirlo, debido a su estructura en tallo-bucle y a las proteinas
gue suelen estar asociadas al pre-miARN en el proceso de maduracion por lo que
la etapa mas accesible para inhibir la funcion de los miARN es en su etapa madura,
cuando se carga en RISC en forma monocatenaria por lo que se crearon los

oligonucledtidos anti-miARN (AMO) también conocidos como antagomirs [69].

Los AMO tienen la funcién de inhibir la funcion de miARN y estan disefiados para
ser el complemento inverso perfecto de su miARN maduro objetivo, uniéndose a la
cadena guia e inactivando el miARN mediante la inhibicion de la unién al ARNm
objetivo 0 a través de la degradacion por el reclutamiento de ARNasa H. Debido a
su tamanio relativamente corto simplifica los requerimientos de disefio, un problema
que los disefios de otros oligonucledétidos pueden tener. Al igual que los ASO
necesitan modificaciones quimicas ya sea en la base de nucleétidos, la cadena
principal de fosfato, afiadiendo modificadores de forma individual o en combinacién
para obtener las caracteristicas deseadas como la mejora de la afinidad de union,
proteccion contra endo y exonucleasas presentes en el suero y el entorno
intracelular, potencia, especificidad, facilidad de transfeccién y baja toxicidad

resistencia a las nucleasas [64, 69].

Las modificaciones quimicas en AMO suelen ser las mismas utilizadas en los ASO,
solo que en los AMO se usan mas frecuentemente las modificaciones en la posicién
2’ de la ribosa de los nucleétidos y los LNA combinados con el Fosforotioato [64,
73].

Actualmente se esta investigando la efectividad del disefio de ZEN-AMO. ZEN-AMO
es una modificaciéon que esta formada por bases 2'OMe emparejadas con dos
modificadores ZEN. Los restos 2’0OMeARN no son téxicos, son resistentes a las
endonucleasas pero susceptibles a exonucleasas y aumentan la afinidad de union.
ZEN es un grupo natftil-azo (N, N-dietil-4-(4-nitronaftalen-1-ilazo)-fenilamina) (Figura
13), que es un modificador sin base que no es reconocido por exonucleasas por lo
gue bloguea su ataque, también aumenta la afinidad presumiblemente a través de
interacciones de apilamiento hidrofébico con las nucleobases [69].
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Figura 13. Grupo ZEN.

ZEN no contiene una base nitrogenada por lo que no
puede ser reconocido por exonucleasas entonces
protege a AMO de los posibles ataques.

Se ha estimado que las terapias con AMO sean menos toxicas en comparacion con
otros farmacos contra el cancer. Permiten una absorcion mas facil en muchos tipos
de tejidos y pueden tener vidas medias de hasta 4 semanas. Sin embargo, poseen

baja potencia y necesitan dosis altas para ser eficaces [64, 65].

Los AMO son el area de mayor crecimiento para la terapia con miARN, por lo que
muchos laboratorios estudian diferentes formas de aumentar su estabilidad y

disminuir los efectos no deseados de manera econémica.

Vectores de expresion (esponjas de miARN)

Se ha descubierto que las esponjas de miARN se encuentran naturalmente en
plantas y animales, son elementos de respuesta de miARN colocados después de
un gen, estan en forma de ARN largo no codificante y actian como sefiuelo para

evitar la union al ARNm blanco [64].

Las esponjas sintéticas suelen ser vectores plasmidicos o virales con numerosos
sitios de unién antisentido en tandem de entre 4 y 10 sitios separados por unos

cuantos nucleétidos, mediante los cuales se produce un emparejamiento [76, 81].

Para evitar la escision por ARNasa H de las esponjas por la interaccion perfecta

entre las secuencias se debe hacer un desajuste en las secuencias de unién de 1 o
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2 pares de bases para evitar su emparejamiento perfecto, ademas, de aumentar su
vida util, ayudan a formar una interaccion mas estable con el miARN. Incluso pueden
utilizar las secuencias semilla para inhibir una familia completa de miARN e inhibir

varios miARN a la vez [81, 82].

Las esponjas de miARN han sido eficaces para determinar las funciones de miARN
in vivo, sin embargo, ha sido dificil llevarlas al campo terapéutico debido a la
seguridad y los efectos fuera del objetivo creados por el exceso de plasmidos
exdgenos, ademas que muestran diferentes grados de inhibicion en diferentes

contextos y es dificil evaluar su grado de silenciamiento [50].

Moléculas pequeias inhibidoras de miARN (SMIR)

Debido al costo elevado de producir y probar los AMO, ademéas de las dificultades
gue se han tenido en la entrega de vectores de expresion y los oligonucleétidos
antisentido, se han estado investigando a las moléculas pequefias inhibidoras de
miARN (SMIR) como posibles inhibidores de la expresion génica.

Los SMIR son compuestos quimicos de moléculas pequefias que interfieren en la
maduracion o biogénesis de los miARN para regular los procesos celulares y la
expresion genica. Estas moléculas apuntan a la interferencia de la transcripcion de
pri-miARN, la inhibicion de los procesos de pre-miARN mediante DICER y RISC o
inhiben la interaccion entre RISC y el ARNm blanco a través de mecanismos, como
el control del empalme, la inhibicion de la traduccion y la desactivacion de

estructuras funcionales del ARN no codificante [64, 76, 78].

La forma en que ocurre la supresion de la expresion de miARN es mediante la union
a los sitios de Drosha o de Dicer ya sea induciendo cambios estructurales

obstaculizando la biogénesis o conduciéndolo a la degradacién. (Figura 14) [78].
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Figura 14. Los SMIR son compuestos quimicos de moléculas
pequefias que interfieren en la maduracion o biogénesis de los
mMIARN. Apuntan principalmente los sitios de unién de Drosha
o Dicer obstaculizando la biogénesis o conduciéndolo a la
degradacion.

Figura modificada de [78]

El primer SMIR descubierto fue un azobenceno que demostrd inhibir al precursor de
miR-21. MiR-21 tiene una participacion importante en varios tipos de cancer, y es

un buen objetivo para los SMIR [79].

Con el fin de reducir costos en el proceso de seleccion y desarrollo de SMIR se han
utilizado herramientas bioinformaticas para identificar moléculas pequefias dirigidas

a miARN a través de la simulacion de la afinidad de unién de SMIR a los miARN.

El desarrollo de nuevos algoritmos ha ayudado a los investigadores a comprender
mejor los efectos de los SMIR en la funcion y expresion de los miARN con el objetivo

de desarrollar nuevas técnicas terapéuticas [76, 78].
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Utilizando estas herramientas bioinformaticas se ha logrado identificar a algunas
moléculas pequefias con potencial terapéutico. Uno de estos es el ROBOTAC, estas
moléculas estan disefiadas para reconocer y unirse selectivamente a secuencias de
ARN especificas que lleva a la degradacion del objetivo o las Bleomicinas (BLM)
que tienen el poder de afectar y escindir los ARN uniéndose al sitio de escision de
Dicer [78].

Un modelo de ACIMMYR2 inhibié la tumorigénesis y la invasividad interactuando
con el sitio funcional de Dicer. Pruebas con Polilisina (PLL) y Tripaflavina (TPF)
suprimieron la actividad tumorigénica inhibiendo Dicer y AGO2, respectivamente.
La Kanamicina A guanidinilada (G Kan A) y la Neomicina B guanidinilada (G Neo
B), mostraron una reduccion en los niveles de miR-10b maduro debido a la union al

sitio de Drosha inhibiendo su procesamiento [76, 77, 78, 80].

A pesar del potencial que pueden llegar a tener los SMIR cuentan con algunas
dificultades al igual que los AMO. Una de las principales es su problema con la
especificidad, ya que pueden dirigirse a multiples miARN en lugar de a uno
especifico. Como la estreptomicina que puede dirigirse tanto a miR-21 como a miR-
27a, ademas de estar limitados por su concentracion media efectiva (EC50)

relativamente alta [64, 76].

Los SMIR han podido usarse para restablecer el equilibrio de miARN inhibiendo
oncomiRs sobreexpresados, sin embargo, aun existen desafios que obstaculizan su
uso en la clinica. Algunos de estos incluyen efectos fuera del objetivo,
administracion especifica de tejido comprometida, mala captacion celular e
inestabilidad in vivo, a pesar de que se han desarrollado numerosos sistemas de
administracion, han sido ineficaces o toxicos para uso clinico, incluso las

nanoparticulas y los liposomas [76].
e Imitadores de miARN

Si bien la mayoria de las investigaciones se han enfocado en la terapia de
inhibidores de miARN, la terapia de reposicion de miARN no se ha dejado de lado.

Se sabe que en la mayoria de los canceres la expresion de los miARN supresores
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de tumores esta disminuida lo que conduce a la proliferacion celular, metastasis e
inhibicion de la apoptosis. La reintroduccion de estos miARN a través de un imitador
busca restaurar la pérdida de funcion restableciendo los niveles de expresion de
mMIARN represores de tumores que estan regulados a la baja en las células

cancerosas para inhibir el estado patolégico [64, 76, 84].

Los imitadores de miARN son oligonucleétidos de ARN de doble cadena sintéticos
con la misma secuencia del miARN que imitan la funcién de su contraparte: el
MIARN natural. Al igual que los inhibidores de miARN, los imitadores son
modificados quimicamente para que posean mayor estabilidad, mejore su
absorcién, disminuyan la respuesta inmune y también evitar la degradaciéon por
nucleasas. Las modificaciones mas comunes son en la posicion 2’ de la ribosa del
nucleotido, y las mas usadas son las modificaciones 2'-OMe y la 2’-OF junto con los

acidos nucleicos blogueados (LNA) [50, 85].

En los imitadores de miARN la cadena guia es igual al miARN de interés que se
dirigira al ARNm, mientras que la cadena pasajera se degradara. Sin embargo,
puede que en algunos casos la cadena pasajera se dirija a los ARNm o se una a
RISC lo que causaria efectos secundarios no deseados, por lo que se suele
modificar la cadena pasajera agregandole colesterol (que también mejorara la
absorcion) o dividiendo la cadena en dos partes que son demasiado pequefias para
interactuar con el ARNm o RISC. La cadena guia debe mantenerse lo mas parecido
posible del miARN nativo [50, 64, 85, 86].

Ya que los niveles basales de miARN se ven disminuidos en la patologia,
aumentarlos hasta sus niveles normales deberia ser seguro, ademas, al tener la
misma secuencia del miARN agotado que se produce de forma natural se espera
gue el imitador se dirija al mismo ARNm regulado. Aun con esta hipétesis la posible
toxicidad causada en los tejidos normales debido a una acumulacién de miARN
exogeno, la sobrecarga de RISC y la activacion o hiperactivacion de otras vias
celulares que podrian intervenir con el bienestar celular normal todavia provoca
preocupacion. Por lo que buscar una via de entrega dirigida es esencial para la
terapia [64, 76, 84].
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La terapia puede administrase mediante inyeccion local, pero en algunos casos
seria dificil tener acceso al lugar afectado por lo que se han investigado varios
vehiculos de reparto diferentes. Una de las mas utilizadas son los vectores virales
con adenovirus y lentivirus, aunque también se han utilizado emulsiones lipidicas,
liposomas y nanoparticulas que mejoran su estabilidad y mejoran su captacion.
Ademas, las nanoparticulas pueden recubrirse de anticuerpos especificos del tumor

para mejorar los efectos especificos [65, 76, 85].
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Entrega de microARN

Para el desarrollo de una terapia eficaz con miARN, no solo se requieren moléculas
moduladoras de la expresion correctas, también se debe tener una estrategia de
administracion apropiada que sea segura y eficaz. A pesar de que las
modificaciones en la estructura quimica de los miARN han demostrado ser eficaces
en ciertos entornos, hay tejidos que necesitan un sistema adicional para facilitar la
entrega, ya que a pesar de su pequefio tamafio y de su estabilidad en circulacion,
todavia existen diversos obstaculos que dificultan la entrega del miARN al sitio
blanco. No solo debe ser especifico al sitio correcto, también debe evitar su
degradacion en circulacién y una rapida excrecion a través del rifion, debe superar
multiples barreras fisiologicas, la mala captacion celular y evitar provocar respuestas

inmunes no deseadas o toxicidad [64, 66, 87].

La falta de vehiculos de administracién con una vida media circulante prolongada,
silenciamiento génico y acumulacién en el tejido blanco efectiva han dificultado que
la administracion sea eficaz y no toxica. Esto ha sido una barrera importante para la
aplicacion terapéutica de miARN [87, 91].

Métodos de entreqga locales

En la administracién local se aplica directamente la terapia de miARN al tejido
blanco por lo que se tendrian menos efectos secundarios que en la administracion
sistémica al no dirigirse a lugares no deseados, ademas de evitar varios pasos de
absorcién a través de barreras y tendra mayor biodisponibilidad. Sin embargo, no
todos los objetivos pueden tratarse con una administracion local, ya que muchas
veces el sitio de la patologia a tratar (por ejemplo, un tumor maligno) es inaccesible.
[91]

Las modificaciones quimicas son las utilizadas en este tipo de administracion,
sobretodo la modificacion 2’0OMe y las colas de colesterol que ayudan a la

estabilidad y a una buena absorcién [64].
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Métodos de administracion sistémica

En la administracion local se tiene accesibilidad directa al objetivo a tratar, sin
embargo, muchos tejidos solo pueden ser alcanzados mediante una administracion
sistémica. La administracion sistémica se administra al torrente sanguineo a través
de una inyeccion intravenosa (en la mayoria de los casos). Este tipo de
administracion es mas compleja ya que el miARN debe viajar a través del torrente
sanguineo hasta el sitio blanco evitando la captacion por otros tejidos no blanco, la
filtracion renal, la degradacion por nucleasas endogenas, evitar reacciones inmunes
no deseadas o la agregacion con proteinas séricas. Ademas de tener que difundirse
a través de la matriz extracelular donde puede encontrar resistencia al transporte y

ralentizar o incluso detener el proceso de administracion [64, 66, 91].

En la administracion sistémica dificilmente se utiliza miARN desnudo o modificado
guimicamente por lo que usualmente se administran asociados a un vector. Esos
vectores estan disefiados para facilitar la captacion en el tejido objetivo, inhibir la
captacion no especifica y proteger la carga de miARN. Algunos de estos vectores
pueden ser virales, estar formados de lipidos, nanoparticulas de polimeros o
metales e incluso ser una mezcla de estos. Para la creacion de estos vectores se
debe considerar su tamafio, carga electrostatica, cantidad de miARN que puede
cargar, interacciones con otras moléculas y por supuesto, su seguridad [64, 66, 90,
91].

La carga superficial de las nanoparticulas y liposomas puede influir en la forma en
gue interactian con el entorno. En sistemas in vitro los vehiculos cargados
positivamente promueven la formacion de complejos con los miARN vy facilitan la
captacion al asociarse con la membrana, sin embargo, en sistemas in vivo pueden
unirse a proteinas séricas cargadas negativamente en el torrente sanguineo que los

volverda ineficaces [91].

La biodistribucién puede verse afectada por la formulacion del vehiculo de
administracion, por lo que se pueden aprovechar ciertas de sus propiedades para
internalizar y concentrar los miARN en ciertos tejidos (como el higado, el bazo o los

ganglios linfaticos) o evitar la filtracion glomerular a través de los rifiones [66, 91].
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Uno de los mayores problemas con la administracion sistémica es la toxicidad
provocada por algunos de los vectores ya que pueden causar reacciones inmunes
fuertes como es el caso de los vectores virales, por lo que los vectores lipidicos y
de polimeros sintéticos se han estado desarrollando para evitar la estimulacion del
sistema inmune. Ademas, la falta de orientacion especifica que aumenta la
probabilidad de tener efectos fuera del objetivo ya que los miARN pueden tener
apuntar a multiples blancos su coincidencia imperfecta puede provocar toxicidad
[64, 87, 91].

e \ectores virales

Los vectores virales son los que han tenido la mayor eficacia en la administracion
de mIARN. Estos estan modificados para que haya una expresion y
empaquetamiento eficiente, son autoinactivantes y pueden infectar una gran
variedad de células, ademas, de poder modificar la cdpside para aumentar la

afinidad por tejidos especificos [64, 66].

Se pueden utilizar Lentivirus, Adenovirus y virus Adenoasociados (AAV) en modelos
in vivo. Los lentivirus infectan células e integran su genoma al ADN cromosémico
de la célula huésped proporcionando una expresion estable del gen de miARN a
largo plazo. Sin embargo, se consideran poco seguros ya que la integracion de su
material genético al genoma puede alterar la funcidon genética enddgena si la
integracion se da en una secuencia codificante o reguladora dentro del genoma
llevando incluso a la activacion de oncogenes o al silenciamiento de genes

supresores de tumores aumentando el riesgo de cancer [64, 66, 67, 88].

Se ha intentado reducir los riesgos mediante un anclaje artificial que los dirige a un
sitio genodmico especifico y seguro para integrarse. Algunos de estos modelos han
demostrado éxito [64, 66].

Los adenovirus y los virus adenoasociados al contrario de los lentivirus, no integran
su material genético al genoma por lo que son mas seguros en ese aspecto, pero

su expresion génica es demasiado a corto plazo. Ademas de que la respuesta

51



inmune a los adenovirus es aguda y su aplicacion solo se aplica a unos tejidos como

el higado, pulmén o cancer localizado [67, 88].

Los virus adenoasociados son similares en caracteristicas a los vectores
adenovirales pero tienen alguna deficiencia en su replicacion y patogenicidad y no
estan asociados a ninguna enfermedad por lo que son méas seguros. Ademas,
poseen la capacidad de integrarse a un sitio especifico en el cromosoma 19 sin
efectos indeseados. Su principal desventaja es su complejo proceso de produccion.
Sin embargo, se ha convertido en el vector mas prometedor de los anteriormente

mencionados [67, 88].

Aungue se ha demostrado la eficacia de la administracion de miARN asociados a
virus, su aplicacion clinica sigue siendo limitada por temas relacionados a la
seguridad por lo que los sistemas de administracion no virales parecen mas

prometedores [50].
e Vectores de lipidos

En la actualidad los vectores lipidicos son uno de los métodos no virales mas
utilizados y adecuados para administrar acidos nucleicos in vivo (incluido el miARN),
debido a su alta eficiencia de encapsulacién que protege al mIARN de ser
degradado y sus propiedades fusiégenicas que ayudan a la transferencia a través
de la membrana celular. Este tipo de vectores pueden estar formados por lipidos
ionizables o catiénicos, fosfolipidos, lipidos de polietilenglicol (PEG) y colesterol
(Figural5A) [66, 89, 90].

Los miARN son hidroéfilicos cargados negativamente, por lo que se pueden unir
directamente a los lipidos catidnicos y formar complejos estables, ademas que la
carga positiva también ayuda la absorcion en la membrana celular que esta cargada
negativamente. Pero se ha visto que los liposomas catiénicos pueden causar
toxicidad a través de respuestas inmunes y receptores tipo peaje. Por lo que se ha
optado formar liposomas catidnicos alterados utilizando lipidos cationicos como
DOTAP o cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N, N, N-trimetilamonio (DOTMA)

como componentes principales mezclados con otros lipidos auxiliares como DOPC,

52



DOPE, DSPC y colesterol, para formar una bicapa lipidica a través de interacciones
hidrofébicas, en esta forma facilitaran la adsorcion del miARN vy les dara flexibilidad
adicional a la hora de optimizar las propiedades fisicas y quimicas. Este tipo de
liposomas alterados son lipidos ionizables, tienen una carga neutra superficial que
reduce la toxicidad y prolongan su vida util en circulacion. Cuando se encuentran en
el ambiente 4cido de los endosomas, estos lipidos modificados se ionizan liberando
los miIARN encapsulados al citoplasma aumentando la entrega de miARN. [64, 90,
91].

Los lipidos catiénicos suelen acumularse preferentemente el higado, los lipidos
ionizables tienen mayor afinidad por el pulmén. Estas propiedades se han utilizado
para dirigirlos especificamente a estos 6rganos. Sin embargo, también se han
utilizado ligandos y anticuerpos dirigidos a un receptor especifico para relocalizarlos
en células particulares. Estos conjugados estan limitados por su dispensacion y
dosis, ya que necesitan administracion de dosis altas, ademas de generar
agregados de miARN en el higado [50, 64].

e Nanoparticulas

Las nanoparticulas son otra de las estrategias usadas mas comunes para la entrega
de miARN. Aunque el uso de polimeros sintetizados son los principales materiales
para la formacién de nanoparticulas, también pueden estar formadas por particulas

inorganicas, que son mezclas de polimeros y lipidos [64].

Las nanoparticulas, como en otros vectores, suelen tener un elemento catidnico
para formar complejos con los mIARN aniénicos que deben protegerlos de la
degradacion y facilitar su captacion celular. Ademas, los polimeros utilizados en la
creacion de las nanoparticulas deben ser biocompatibles y biodegradables para
evitar la citotoxicidad y evitar la acumulacion en células y tejidos. Deben de tener un
tamafio menor a los 100 nm para evitar captacion y excrecion no especificas. Se
pueden adicionar ligandos a la superficie de las nanoparticulas al igual que con otros
vectores para proporcionarles especificidad ademas de necesitar un mecanismo de

liberacion del miARN del polimero una vez internalizada la nanoparticula,
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regularmente dependen del entorno reductor del citoplasma para liberar el miARN
[64, 65, 66].

Algunos de los polimeros mas investigados para la administracion de terapias
basadas en nucledtidos son PEI (polieterimida), PBAE (poli(beta-amino ésteres)) y
PLGA (poli(acido lactico-co-glicdlico)). PEl y PBAE poseen una carga positiva que
les permite unirse a los mIARN y formar complejos; los grupos amina en los PBAE
les permiten amortiguar los entornos acidos, su biodegradabilidad mejora su peffil
de seguridad, pero puede limitar su capacidad para mantener la administracion

durante largos periodos de tiempo (Figura 15B) [68, 91, 92].

Sin embargo, el uso de estos polimeros esta limitado por su citotoxicidad asociada
a su carga positiva, ademas de tener multiples interacciones no especificas con
proteinas séricas y tisulares y eficiencia de encapsulacion limitada. Se han estado
desarrollando estrategias para disminuir su toxicidad modificando sus estructuras

sin perder su capacidad de transfeccién [68, 90, 91].

El PLGA es un polimero aprobado por la FDA, muy conocido y ampliamente
utilizado en férmulas de nanoparticulas en la administracion de varios farmacos. El
PLGA es un polimero alifatico con una cadena principal de poliéster que se forma a
través de la copolimerizacion de mondémeros de &cido lactico y acido glicdlico, se
puede polimerizar en varias formulaciones basadas en la composicion de &cido
lactico y glicdlico. Gracias a esto se pueden modificar algunas de sus caracteristicas
ajustandolas segun el uso que se les vaya a dar, aumentando o disminuyendo la
cantidad de los &cidos en su composicidn. Tiene gran biocompatibilidad,
biodegradabilidad y buena cinética de liberacién y ya se ha utilizado en la liberacién
de otros farmacos y moléculas como hormonas, citosinas, antibiéticos, péptidos y
proteinas y vacunas. Su degradacion es a través de la escision hidrolitica de su
cadena principal de poliéster y sus productos de degradacion no son téxicos ya que

el cuerpo puede metabolizar &cido lactico y acido glicélico [68, 93].

Las nanoparticulas hibridas formadas por lipidos y polimeros tienen las propiedades
tanto de las particulas poliméricas como de las lipidicas. Las nanoparticulas lipidicas

poliméricas (PLN) estan formadas por un nudcleo polimérico hidrofobico
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biocompatible, una monocapa de fosfolipidos y una capa externa de polietilenglicol
(PEG) (Figura 15C). Mientras los polimeros regulan la liberacion del farmaco los
lipidos mejoran la permeabilidad y la carga. La liberacion del farmaco puede estar
mediada por diversos factores como el pH del microambiente, la temperatura o la
composicion de la matriz. Ademas de tener un tamafio relativamente pequefio que
les permite no ser excretadas rdpidamente y tener un tiempo de circulacibn mas
prolongado, tienen una mayor acumulacion en el tejido blanco y cruzan mas
eficientemente la microvasculatura permeable. Los PLN son estables,
biocompatibles y faciles de preparar. Los PNL pueden ser aplicados en la terapia

génica, vacunas y la obtencién de imadgenes biomédicas [87, 94].

55



A) Liposomas
J Lipidos cationicos/ionizables

~—— PEI

— PEG
@ Polimeros catidnicos

Y Anticuerpos

® mMiARN/ASO

W\ 7D
N —F 77/
L2
\

=

Figura 15. Vectores no virales.

A) Los liposomas estan formados por lipidos ionizables o catiénicos, fosfolipidos, lipidos
de polietilenglicol (PEG) y colesterol, que pueden acomodarse en 1 o 2 capas lipidicas
B) Las nanoparticulas poliméricas son la forma mas comin de entrega de miARN,
pueden estar formadas de 1 o mas polimeros y pueden formar micelas o agregados. C)
Las nanoparticulas lipidicas poliméricas (PLN) estan formadas por un nucleo polimérico
hidrofébico, una capa de fosfolipidos y una capa externa de PEG y pueden incluir
ligandos especificos para una entrega mas eficaz [66, 68, 87, 89, 90-94].
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Terapias basadas en miARN

En la actualidad existen varias terapias potenciales de miARN que han alcanzado
la fase | y fase Il de los ensayos clinicos; sin embargo, ninguna ha podido ser

aprobada por la FDA, aunque existen varias mas en desarrollo. [66]

Una de ellas es el Miravirsen que es un antagomiR dirigido al miARN-122
modificado con LNA y fosforotioato contra el virus de la hepatitis C (VHC). miR-122
se expresa especificamente en el higado por lo que VHC lo utiliza como factor de
trascripcion para aumentar la expresion de su genoma. Miravirsen se acumula
facilmente el higado y no necesita de alguna estrategia de administracion especifica
lo que es ventajoso para combatir la infeccion. Los resultados de los ensayos
clinicos de fase 2 fueron positivos ya que resulté en niveles indetectables de ARN
del VHC en bastantes pacientes. RG-101 es otro antagomiR de miR-122 conjugado
con N-acetil-D-galactosamina con una potencia 20 veces mayor al Miravirsen que
actualmente se encuentra en ensayos clinicos, aunque presenta una eficacia
considerable se encuentra en espera debido a diversos efectos adversos graves de
ictericia severa [66, 95, 96, 97].

Algunas otras terapias basadas en miARN en desarrollo son RG-125 (antagomiR
contra miR-103) para la Esteatohepatitis no alcohdlica, RG-112 (antagomiR contra
miR-21) para la Fibrogénesis de oOrganos asociada al sindrome de Alport,
Remlarsen (imitador de miR-34a) para enfermedades fibroticas y MRG-107
(antagomiR contra miR-155) [50].

En cuanto a tratamientos contra el cancer existen el Cobomarsen (MRG-106),
MRX34 y el Mesomir.

El Cobomarsen (MRG-106) es un antagomiR dirigido a miR-155 modificado con
LNA desarrollado por Miragen Therapeutics. MRG-106 esta desarrollado para
combatir varios subtipos de linfoma, entre ellos el linfoma difuso de células B
grandes y ademas de algunas leucemias, en donde miR-155 esta regulado
positivamente. El miR-155 regula la diferenciacion y proliferacion de células

sanguineas y esta altamente expresado en neoplasias malignas principalmente de
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células B. Actualmente tiene varios ensayos clinicos en fase 2 para tratamientos de
linfoma cutaneo de células T (CTCL), leucemia linfocitica cronica, linfoma difuso de
células B grandes y la leucemia/linfoma de células T del adulto. A pesar de haber
completado los ensayos de fase 1, dos de estos se encuentran interrumpidos no por

razones de eficacia o seguridad, si no por razones comerciales [98, 99].
MRX34 es un imitador de miR-34 desarrollado por MiRNA Therapeutics Inc.

miR-34 es un MiIARN con capacidad supresora tumoral, puede regular la expresion
génica y controlar procesos criticos como la proliferacion celular, la apoptosis y la
metastasis, ademas de estar regulado a la baja en una gran cantidad de canceres,
lo que lo convierte en un buen objetivo terapéutico. MRX34 fue administrado en una
nanoparticula liposomal a pacientes con varios tipos de cancer como carcinoma
hepatocelular, melanoma, carcinoma de células renales, cancer de pulmén
(incluyendo de células pequefias, adenocarcinoma y escamoso), tumor del estroma
gastrointestinal, neuroendocrino, entre otros. Desafortunadamente los ensayos de
fase 1 tuvieron que detenerse debido a efectos adversos graves relacionados con
el sistema inmunitario, donde perdieron la vida algunos pacientes. El desarrollo del
farmaco se detuvo e incluso MiRNA Therapeutics cesd sus operaciones [66, 98,
100, 101].

MesomiR1 es un imitador de miR-16 dirigido a células cancerosas que expresan el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para el tratamiento de mesotelioma pleural
maligno y el cancer de pulmén de células no pequefias desarrollado por EnGenelC
Limited. miR-16 es un supresor de tumores encargado principalmente de suprimir
oncogenes como BCL2, CDK1 y JUN. Regulado a la baja en diversas neoplasias
malignas, como el neuroblastoma, el osteosarcoma, el carcinoma hepatocelular, el
cancer de cuello uterino, el cancer de mama, los tumores cerebrales, los canceres

gastrointestinales, el cancer de pulmon y el cancer de vejiga [66, 102, 103].

MesomiR1 se administra como un TargomiR. Los TargomiR son nanoparticulas de
minicélulas bacterianas no vivas, que pueden empaquetar una variedad de
moléculas incluidos los miARN y otros acidos nucleicos. Para evitar efectos no

deseados, los TargomiR son dirigidos por anticuerpos bioespecificos, en el caso de
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MesomiR 1 contiene anticuerpos para EGFR. EI MesomiR1 mostré tasas de
respuestas variables ademas de toxicidad dependiente de la dosis que incluyen
anafilaxia, inflamacion, y eventos cardiacos [66, 103, 104, 105].

Conclusiones

Los miRNA desempefian funciones reguladoras fundamentales en la actividad
celular, como en el desarrollo, diferenciacion, proliferacion, metabolismo, apoptosis
y estabilidad gendémica, ademas de desempefiar un papel en muchos estados
patologicos, lo que los convierte en buenos candidatos como agentes terapéuticos.

Varios estudios preclinicos e in vitro han logrado inhibir los oncomiR por ejemplo
reintroducido los miRNA oncosupresores en células cancerosas, lo que demuestra
que estas terapias son efectivas para blancos terapéuticos y terapias. Sin embargo,
todavia existen muchos problemas y desafios con respecto a la sensibilidad,
especificidad, selectividad y los efectos no dirigidos asociados a las terapias con
MIARN.

Aunque todavia queda mucho por descubrir y perfeccionar para desarrollar terapias
de miARN seguras y eficaces, la llegada de algunas terapias a ensayos clinicos es
prometedor y mientras la investigacién en este campo siga creciendo, el desarrollo

continuara mejorando.
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