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Resumen: En clinica humana, patologias tan diversas como el cancer, la sepsis, enfermedades autoinmunes, entre otras; de
etiologfa diferente y un comportamiento fisiopatoldgico distinto, convergen en un fallo de represion génica que permite la
expresion fenotipica de la enfermedad; la posibilidad de tener un marcador bioldgico que le muestre al clinico estos sucesos es
deseable, ya que permitiria tomar estrategias diagndsticas y terapéuticas de forma precoz. Los micro ARNs, son ARNs pequefios
y no codificantes que cumplen ese rol “silenciamiento genético”, sin embargo, el paso de la investigacion bdsica a la aplicabilidad
clinica, es decir, su utilidad traslacional es aun poco difundido en especialidades diferentes a la Oncologia. El objetivo de esta
revision, es explicar de la forma mas clara, la utilidad actual de los micro ARNs en diversas enfermedades humanas.
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Abstract: In human clinics, pathologies as diverse as cancer, sepsis, autoimmune diseases, among others; of different etiology
and a different pathophysiological behavior, converge in a failure of gene repression that allows the phenotypic expression of the
disease; The possibility of having a biological marker that shows these events to the clinician is desirable since it would allow
early diagnostic and therapeutic strategies. Micro RNAs are small and non-coding RNAs that fulfill that “genetic silencing” role,
however, the step from basic research to clinical applicability, that is, their translational utility is still little diffused in specialties
other than oncology. The objective of this review is to explain in a more precise way.
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Introduccion

En las ultimas dos décadas, de forma inicial a través de
un nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) se descubre
otro mecanismo poderoso de regulacion de la expresion géni-
ca a nivel de ARN!, pequenas moléculas de ARN denominadas
micro ARNs (miARN) los cuales han sido sometidos a intensa
investigacion y su presencia en la clinica humana parece ser
universal, desde el cancer hasta la patologia cardiaca, respira-
toria, inmune, infecciosa entre otras?®,

Son ARNSs pequefios (19 a 24 nucledtidos), no codifican-
tes y no modificados desde el punto de vista evolutivo y cada
miARN tiene el potencial de afectar a 500 genes*; su papel fi-
sioldgico fundamental es la de reprimir genes implicados en la
proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular®, consecuente-
mente ‘silenciamiento de la expresion genética’.

Se forman de la siguiente manera (Figura 1): Empieza en
el nucleo celular mediante la accion de la miARN polimerasa
Il sobre los genes de miARN, de ésta forma mediante trans-
cripcion (transeferencia de la informacion del ADN al ARN),
se obtienen pro-miARNE, Sobre el pro-miARN actua la endo-
nucleasa ARNsa lll, conocida como DROSHA vy se genera el
pre-miARN, para ello DROSHA requiere el cofactor DiGeorge
Syndrome Critical Region 8 (DGCRS8), todo esto a nivel nu-
clear®. Formado ya el miARN, sale del nucleo al citoplasma
mediante un transportador, la exportina 5, ahi, mediante una
segunda endonucleasa ARNsa Ill (DICER), el mi-ARN se escin-
de a miARN maduro (doble cadena) miARN (cadena pasajera),
la cadena pasajera se degradara y el miARN maduro se some-
terd a silenciamiento genético mediante ARNs interferentes’.

Los miARNs asi formados, abandonaran la célula mediante
dos formas de liberacion: Pasiva; cuando la célula muere de
forma programada (cuerpos apoptdticos)y Activa; por secre-
cion celular de exosomas, complejos de ribonucleoproteinas,
lipoproteinas de alta densidad y micro vesiculas.

Los miARN a su vez interactuan con ARN circulares (AR-
Ncirc), los cuales constituyen moléculas de ARN unidas por un
proceso celular denominado splicing o trans-splicing® y juegan
unrol regulatorio importante. Evidencia reciente ha demostra-
do que los ARNGcirc regulan la funcion de los miARNs®, es por
esto que la identificacion y estudio de ARNcirc es trascenden-
tal para el entendimiento de los mecanismos regulatorios de
ciertas enfermedades y para su posterior uso como marcado-
res bioldgicos en diagnosticos clinicos.

Asociacion ARNcirc-miARN y su importancia reguladora

Los ARNcirc fueron descubiertos inicialmente en viroides,
patégenos de plantas superiores, conformados por una mo-
lécula de ARN cerrada covalentemente®!®. Evidencia recien-
te demuestra que la expresion de ARNcirc en mamiferos es
méas prevalente y abundante de lo que se pensaba'**?, siendo
altamente conservados evolutivamente®®; al contrario de los
miARNs (moléculas que regulan la expresion de la mayoria de
ARN mensajeros4), los ARNcirc no han sido muy estudiados.

Los ARNcirc juegan un rol regulatorio importante, interac-
tuado con ARN mensajeros (ARNm), microARN o proteinas de
unién con ARN (RBPs)!. (Figura 2).
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CITOPLASMA

Figura 1. Formacién de los mi-ARNSs.

Funcion reguladora: ARNcirc esponja

La principal funcién reguladora de los ARNcirc descubier-
ta hasta el momento es su mecanismo de accion a manera
de esponja, secuestrando miRNAs para regular su funcién®16,
El CDR1 es quizas el ARNcirc mamifero mejor caracterizado,
muy abundante en neuronas®®*, el ARNcirc CDR1 reciente-
mente identificado como regulador negativo del microARN
miR-7, demuestra el potencial regulador (ESPOJA) de estos
ARNE, miR-7 es desestabilizado por un mecanismo que modifi-
ca los terminales 5'y 3' del miARN, anadiendo o removiendo
nucledtidos!’. (Figura 3).

Otro ejemplo de estos ARN circulares como esponja es el
I;|RCR (ARNcirc relacionado al corazon)®®. Estudios sugieren
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que este juega un rol protectivo en hipertrofia cardiaca secues-
trando miR-233',

Funcion de acoplamiento para RBPs

Los ARNcirc también pueden funcionar como sitios de
acoplamiento para RBPs para secuestrarlos de su ARN objeti-
vo 0 para mediar su localizacién subcelular. Curiosamente, los
ARNcirc son particularmente abundantes en el cerebro huma-
no (sinapsis) comparado con otros tejidos analizados?, sugi-
riendo su participacion en la regulacion de ARN locales. Por
ejemplo: ARNcirc deben transportar miARNs y RBPs a sitios
de sinapsis y liberarlos en respuesta a un especifico estimulo?.

Figura 2. A. Formacion de los ARN circulares,
B. relacién con microARN y acoplamiento con
RBPs.

Acoplamiento con

RBPs

ARNcirc esponja
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Funcion reguladora: ARNcirc esponja

b. Enfermedad

miR-7 — >
Aplicabilidad clinica de los Micro ARNs

El sello distintivo de la funcién de miARN es su capaci-
dad para suprimir la expresion génica mediante la union de
sus ARN diana, la expresion aberrante de los miARNs afecta
la regulacion de muchas funciones celulares y redes de genes.
Se ha encontrado en tejidos y en sueros de pacientes, como
biomarcadores de prondstico, los miARN también permiten la
prediccion del curso de una enfermedad?.

Ademas del cancer, existe evidencia suficiente para suge-
rir que los miARNs estan desregulados en infecciones virales,
trastornos del sistema nervioso, trastornos cardiovasculares,
musculares, diabetes y otras enfermedades lo que implica que
la utilizacion de estos miARNs expresados de forma aberrante
como biomarcadores para enfermedades es una valiosa estra-
tegia de diagndstico.

2 ARNm

Sepsis

Los miARNs miR-221 y miR-222 en ratones en quienes se
administré lipopolisacérido (un patron molecular asociado a
patégeno PAMP propio de las bacterias gram negativas) mos-
traron un incremento importante, situacién similar se produjo
al medirlos en 30 pacientes con sepsis, en ellos, miR-221 y
miR-222 se mostraron como reguladores de la reprograma-
cion funcional de macroéfagos durante la tolerizacién (induc-
cion de toleracia) a lipopolisacéridos. La estimulacién prolon-
gada con lipopolisacarido condujo a una mayor expresion de
miR-221 y mir-222, que regulan el gen 1 relacionado con Bra-
hma (Brgl, también conocido como Smarca4). Este aumento
de la expresidn provoca el silenciamiento transcripcional de un
subconjunto de genes inflamatorios que dependen de la remo-
delacion de la cromatina mediada por SWI / SNF (interruptor
/ sacarosa no fermentable) y STAT (transductor de sefial y
activador de la transcripcidn), que a su vez promueve la tole-
rancia”?,

Niveles elevados de éstos marcadores genéticos se corre-
lacionaron con inmunocompromiso y mayor fallo multiorgéni-
co, de ésta forma se demostrd que los MIARNs miR-221 y miR-
22?2 podrian servir cémo biomarcadores de inmunoparalisis y
mal prondstico en pacientes sépticos?. Tal vez un limitante
de los miRNAs citados, es que también marcan el comporta-
miento bioldgico de otras patologias como el cancer, ya que
han sido estudiados como biomarcadores en cancer de mama,
cancer de pulman de células no pequefias, glioblastoma, entre
otros, lo que significaria poca especificidad”?,

a. Condiciones normales

Figura 3. Funcién de ARNcirc A. ARNcirc
CDR1 actua como esponja, uniéndose a
miR-7 en condiciones normales, previnien-
do su unién con el ARNm lo que conlleva a
su transcripcion normal. B. En enfermedad
ARNcirc no cumple completamente con su
funcion de esponja liberando miR-7 que se
unen al ARNm provocando el silenciamien-
to de ese gen.

Expresion

y
/\A/ Silenciamiento

3!

Caserta et al. evalua miARNs circulantes relacionados
con la inflamacion en pacientes con estados inflamatorios
infecciosos y no infecciosos, identifica seis principales (miR-
30d-5p; miR-30a-5p; miR-192-5p; miR-26a-5p; miR-23a-5p;
miR-191-5p), determina que en cualquier estado inflamatorio
hay descenso de éstos miARNSs, pero que es mas importante
en sepsis (p: <0,0001) y que el comportamiento bioldgico hacia
la baja de los miARNSs discrimina adecuadamente estados sép-
ticos severos de estados inflamatorios graves no infecciosos
(AUC: 0,742-0,917). Encuentra ademas correlacion inversa de
los niveles de miARNs con los niveles de citoquinas proinfla-
matorias (IL-1, IL-6, etc). Es decir que la disminucion de los
miARNs en estados sépticos permite la expresién de citoqui-
nas proinflamatorias, por ausencia de silenciamiento. Enton-
ces a menores niveles de miARNs mayor severidad inflamato-
ria, con mayor capacidad predictiva en estados inflamatorios
secundarios a sepsis®.

Enfermedades cardiovasculares

Un numero cada vez mayor de estudios ha demostrado
gue los miARNs cardiacos son notablemente alterados en
la isquemia miocardica asi como en la remodelacién ventri-
cular y la reparacion cardiaca. Se encontré que la expresién
de miARN-320 estaba sistematicamente desregulada en los
corazones isquémicos®. La reduccion del miARN320 enddgeno
brindd proteccién contra la apoptosis de los cardiomiocitos a
través de la regulacion positiva de la HSP20'2%%,

Uno de los miARN mas estudiados en este dambito es el
miARN-132, el cual en modelos farmacoldgicos, las reaccio-
nes de miARN-132 muestran la eficacia terapéutica para blo-
quear el desfibrilacion cardiaca por la normalizacién del tama-
fio cardiaco y la inhibicion de la fibrosis®. Los miembros de la
familia de miARN-34 promueven la detencidn del crecimiento
y la apoptosis; la inhibicién terapéutica de miARN-34 remo-
delacion inducida por isquemia y mejora de la recuperacién
cardiaca?,

La reperfusién del corazon isquémico sigue siendo la in-
tervencion mas efectiva para mejorar los resultados clinicos,
sin embargo, los aumentos anormales en el calcio intracelular
durante la reperfusién miocérdica pueden causar la muerte
de cardiomiocitos, conocida como lesién por isquemia reper-
fusion, el miARN-214 estd regulado al alza durante la lesion
isquémica y la eliminacion genética de miARN-214 en ratones
causé una pérdida de contractilidad cardiaca, aumento de la



apoptosis y fibrosis excesiva en respuesta a la lesion. Las fun-
ciones cardioprotectoras de miARN-214 durante la lesion por
isquemia reperfusion se atribuyeron a la represion del ARN
mensajero gque codifica el intercambiador de sodio / calcio, un
regulador clave del flujo de Calcio; y a la represion de varios
efectores posteriores de la sefializacion del calcio que median
la muerte celular?’. Estos resultados sugirieron un papel fun-
damental para el miARN-214 como regulador de la homeosta-
sis y la supervivencia de los cardiomiocitos.

Cancer

La expresion de miARNs en el cancer se debe a que la
mayoria esta localizado en regiones gendmicas relacionadas
con su desarrollo. Estudios recientes también han demostrado

Blancos moleculares

Mecanismo de Accién
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sus papeles clave en la evolucion patogénica, la progresiony la
metdstasis de los carcinomas?,

El perfil de expresion de miARN ha sido evaluado recien-
temente como un biomarcador de diagndstico confiable para
diferenciar entre muestras normales y tumorales. Ademas de
distinguir los tejidos normales de los cancerosos, los marca-
dores moleculares también se pueden usar para determinar el
tejido de origen en tumores de origen primario desconocido®.
La expresion de miARN mejora (miARN oncogénico) o reduce
(supresor tumoral) el crecimiento tumoral a medida que el tu-
mor progresa y se encontrd que esté asociado con la resisten-
cia a los medicamentos.

Existen datos que demuestran que su expresion anormal
es una caracteristica de los procesos neoplasicos (Tabla 1).

Tipos de cincer

PTEN. SPRY2 Promueve invasién y migracion Glioblastoma. mama. colorectal,
(tumorogenesis) al inhibir los reguladores pulmén, pancreas. piel, higado.
negativos de las rutas de sefializacion estomago, cervical. tiroides.
Ras/MEK/ERK

miR-34 Proteinas implicadas en el Regulador clave para supresion de tumores.  Multiples

ciclo celular, diferenciacién

celular y apoptosis.

FOXO1 Upregulated Inhibe el recorrido del ciclo celular e induce  Cancer de mama.

miR-27 1a muerte celular.

RhoA Downregulated Inhibe la invasién local, la supervivencia Cancer de mama.
imicial en un sitio distante v la colomizacion
metastisica.

let-7 E2F2, c-Myc. KRAS; Reduce los niveles de proteinas c-Myc y Cancer de mama.

Downregulated E2F2 Inhibe la proliferacion celular, la
expresiéon de KRAS v la activacion de la
proteina quinasa activada por mitégeno

HER2 Downregulated ZEB1. ZEB2 Cancer de Prostata.

miR-331 HER?2 Downregulated Bloquea la sefializacion de PI3K / Akt y las  Cancer de Prostata.
androgenos.

miR-221 PTEN/AKT dowregulation Expresiones génicas relacionadas con la Glioma
transicion epitelial-mesenquimal a través de
la regulaci6n de la sefializacion PTEN / Akt

miR-195 D1, E2F3 dowregulation Suprime la formacién de colonias y bloquea  Céncer Hepatocelular.
la transicion G1-S

miR-96 KRAS downregulation Disminuye la invasion de células cancerosas, Multiples
migracién y crecimiento tumoral lento.

miR-29 Proteinas mmplicadas en el Regulador clave para supresion de tumores Pulmon, carcmoma

ciclo celular. diferenciacion hepatocelular. leucemia. mama

celular y apoptosis.

Tabla 1. miARN relacionados con distintos tipos de céncer.

FOX01/03 proteina forkhead; RhoA, Gen homologo familiar A; HER3, receptor de proteina tirosina — quinasa erbB — 3; PTEN,
fosfatasa y tensinogeno homologo; AKT, proteina quinasa B, E2F2, transcriptor del factor E2F2.
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Diabetes

Los ARN que interactian con proteinas Piwi (piARN), los
pequeiios ARN enddgenos de interferencia (iARN), los mi-
cro-ARN derivados de intrones (miARN) y una serie de ARN no
codificantes ejercen una funcion reguladora, aunque los que
mejor se conocen en lo referente a las complicaciones diabé-
ticas son los miARN, que regulan varias vias bioldgicas clave y
funciones celulares implicadas en las complicaciones diabéti-
cas®. Entre ellas se cuentan los elementos reguladores de las
concentraciones de especies reactivas del oxigeno (ROS), la
conexion subyacente entre la hiperglucemia intracelular y las
vias que causan complicaciones derivadas de esta patologia.

Estudios demuestran que los miARN intervienes en el de-
sarrollo del pancreas, asi como para la regulacion de la gluco-
say contribuyen en el control de las células B, con una parti-
cipacién activa en la regulacion de la produccion, secrecién y
accion de la insulina®3! (Tabla 2).

Blancos moleculares

miR-103/107
miR-122
miR-143

miR-222

Glut 4. PPARy

Tabla 2. miARN relacionados con la diabetes.

Lupus eritematoso sistémico

Se ha publicado la expresion diferencial de los micro-ARN
en multiples tipos de células en pacientes con LES. Debido a
que la expresién de miARN estd involucrada en la regulacion
de multiples aspectos de la respuesta inmunitaria normal, no
es sorprendente que los cambios en el contexto del miARN
puedan asociarse con la autoinmunidad?®.

La sobreexpresion de varios miARN en los linfocitos T CD4
de los pacientes con LES contribuye al defecto de metilacion
del ADN, en tal razédn la expresion de miARN-126 y miARN-
1482 ambos con efecto al inhibir el DNMT1 favoreciendo a
la expresion de la enfermedad?. Otro miARN asociado al LES
es miR-146? gue tiene como objetivos directos varios genes
relacionados con el IFN, como IRAKL, TRAFB, IRF5 y STAT1%,
La inhibicién de miR-146a provoca una mayor activacion del
IFN de tipo |, un rasgo de la patogenia caracteristico del LES.

Herramientas bioinformaticas y base de datos
disponibles

Actualmente, no existe un enfoque sistematico disponible
para identificar ARN circulares en el transcriptoma humano.
Debido a que estas moléculas tienen un rol critico en medicina
y en biologia, varias bases de datos se han creado para simpli-
ficar sus caracteristicas y funciones.

CircBase: base de datos que cubre informacion de ARN-
circ, miARN desde el 2013 y frecuentemente se encuentra ac-
tualizado con nuevas publicaciones. Se puede acceder a través
de http://www.circhase.org/. Esta informacion se puede des-
cargar y analizar en un contexto gendmico, reuniendo datos de
varios organismo modelo usados en investigacién biomédica.

StarBase v2.0: esta plataforma explora y predice in-
teracciones ARNcirc-miARN. Se puede acceder a través de
http://starbase.sysu.edu.cn/, siendo la primera base de datos
que identifica la interaccidn ARN-ARN y proteina-ARN usando
analisis CLIP-seq.

|
Conclusiones

Los miARNs son ARNs pequefios y no codificantes, su papel
fisioldgico fundamental es el ‘silenciamiento de la expresion

Proceso biolégico relacionado
Expresion del gen de insulina
Inhibicién de la secrecidén de insulina
Disfuncién de la célula B pancreatica
Patogénesis de la nefropatia diabética
Corazon diabético

Incremento de la produccion de msulina
Expresidn de la diabetes mellitus gestacional
Metabolismo de acidos grasos
Regulacion de los lipidos
Diferenciacion de adipocitos

Expresion de adipocinas

genética’. Se desregulan en varias enfermedades, de diversa
etiologia, pero de génesis comun “falta de represién génica’.
Medir estos miARNs expresados de forma aberrante, los hace
importantes biomarcadores, que aportan datos diagndsticos y
prondsticos valiosos.
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