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Resumen

Los microARNs son pequefos transcriptos de acido ribonucleico que no
codifican para proteinas. Su funcion esta relacionada con la regulacion de la
expresion geénica, ya que intervienen postranscripcionalmente con el acido
ribonucleico mensajero complementario. Se conoce que participan en la
regulacion de diversos procesos biolégicos como la proliferacién celular, la
diferenciacion y la apoptosis. Sus perfiles de expresion estdan modificados en
gran numero de tipos de cancer, entre ellos las neoplasias hematologicas. Los
conocimientos hasta ahora adquiridos abren perspectivas para que en el futuro
pudieran desarrollarse nuevos enfoques terapéuticos basados en este tipo
particular de moléculas.
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Titulo abreviado: MicroARNs en hemopatias malignas.

Abstract

MicroRNAs are noncoding RNAs that regulate gene expression post-
transcriptionally and involved with the complementary messenger RNA. Are
known to participate in the regulation of various biological processes such as
cell proliferation, differentiation and apoptosis. Their expression profiles are
altered in many cancers, including hematologic malignancies. The knowledge
thus far has opened prospects for the future could develop new therapeutic
approaches in this particular type of molecules.
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Introduccién

El cancer se caracteriza por un aumento descontrolado de la proliferacion e
inhibicion de la apoptosis celular. En su desarrollo intervienen los oncogenes y
los genes oncosupresores, ambos con efectos opuestos en la oncogénesis.
Los primeros facilitan la transformacién maligna, mientras que los segundos
bloquean el desarrollo tumoral, regulando los genes que participan en el
crecimiento celular (1). Las enfermedades malignas hematopoyéticas y
linfoides, como las leucemias y los linfomas, son causadas por diversas
alteraciones genéticas y epigenéticas.

Con el reciente descubrimiento de multiples tipos de acidos ribonucleicos no
codificantes, con estructura y funcién caracteristica, llamados &acidos
ribonucleicos de interferencia (ARNi); se ha conocido que ellos interfieren
postranscripcionalmente al ARN mensajero (ARNm) complementario y se
encuentran relacionados con la regulacion de la expresion génica (2).

Se conoce que los genes regulados por los ARNi codifican para proteinas que
participan en numerosos procesos bioldégicos como el desarrollo embrionario, la
diferenciacion, la proliferacion celular y la apoptosis (3).

Los ARNi pueden clasificarse en diferentes tipos. Dentro de estos los
microARNs (miARNs), con una longitud de 21 a 25 nucleédtidos, son las
moléculas efectoras naturales del mecanismo del ARN de interferencia (4). Se
ha adoptado un sistema de nomenclatura estandar en el cual los nombres se
asignan a los miARNs experimentalmente confirmados antes de la publicacion
de su descubrimiento, se les da un numero de forma secuencial que se
adjunta al prefijo mir seguido de un guion. Cuando se utiliza la r en minuscula
(mir) se refiere a un pre-miARN forma inmadura mientras con r mayuscula miR
es la forma madura. Estrictamente los miARNs suelen tener nombres como
hsa-mir-, las tres primeras letras indican la especie, hsa —humanos, mmu-raton
(5); pero generalmente en la practica en las comunicaciones de enfermedades
en humanos se excluye el término hsa.

Los pre-miARN se incorporan a un complejo ribonucleoproteico efector,
conocido como complejo de silenciamiento inducido por ARNi (RISC, del inglés
RNA- induced silencing complex) que identifica y degrada los ARNm
complementarios por ruptura endonucleolitica, o inhibicion de la traduccion.
Una vez que el miARN se incorpora en el complejo citoplasmatico RISC,
actuara un mecanismo u otro dependiendo del grado de complementariedad
del miARN con su ARNm diana. Si la complementariedad es elevada o total, se
producira la degradaciéon del ARNm, mientras que, si no es total o es escasa,
se producira una inhibicion de la traduccion (6).

Existen trabajos publicados que indican que en células animales los miARNs
inhiben la expresion génica de cuatro formas diferentes: inhibicion de la
iniciacion de la traduccion, inhibicion de la elongacion de la traduccion,
terminacién prematura de la traduccion y mediante la degradaciéon de la
proteina durante la traduccién (7).

En estudios recientes se ha demostrado que en determinadas condiciones, los
mMiARNs pueden activar también la sintesis proteica (8).

Estas pequefas moléculas de ARN no codificante fueron descubiertas en 1993
por Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum, cuando observaron que
el lin-4, un gen que actuaba en el control del desarrollo del nematodo

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.1, No.2, Ano 2011 2



Caenorhabditis elegans, no codificaba para proteina alguna sino que actuaba
inhibiendo la traduccion a proteina del gen lin-14 (9).

Algunos recuentos de miARN en el hombre han identificado mas de 700, lo que
implicaria que los mismos podrian representar como minimo el 3% de todo el
genoma (10).

Los genes que codifican para los miARN estan localizados, principalmente
(90%), dentro de los intrones de genes que codifican para proteinas. Con
menor frecuencia, pueden localizarse en los exones o regiones intergénicas.
Mediante el uso de multiples técnicas moleculares, que incluyen el analisis de
Northern blot, reaccibn en cadena de la polimerasa en tiempo real,
microarreglos especificos para miARN, se ha podido demostrar que los
mMiARNs estan directamente implicados en la patogenia del cancer. Varias
investigaciones sugieren que ellos regulan el funcionamiento de oncogenes o
de genes oncosupresores. La primera evidencia de que los miARNs podrian
funcionar como supresor tumoral se observo en la leucemia linfocitica cronica
(LLC) (11).

Ademas mas del 50% de los genes que se transcriben en miARNSs, se localizan
en sitios de inestabilidad gendmica, en regiones de pérdida de heterocigosidad,
en regiones de amplificacién génica o en puntos de rotura y se ha demostrado
que los perfiles de expresion de los miARNs estan modificados en un gran
numero de tipos de cancer y su sobreexpresion podria conducir al desarrollo de
tumores.

Por otra parte, se ha observado que los miARNs contribuyen a la progresion
maligna, especificamente mediando la invasion tumoral y la metastasis (12).
Esto sugiere que algunos perfiles de expresion de los miARNs pueden llegar a
ser biomarcadores utiles para el diagnostico del cancer y para su terapéutica.

* miARNs y hematopoyesis

La identificacion de tres miARNs murinos (miR-181a, miR-142 y el miR-223)
expresados en tejidos hematopoyéticos especificos, revel6é su importancia en la
hematopoyesis. El miR-181a se expresa preferentemente en el linaje linfoide B.
El miR-142 en linajes B y mieloides, y el miR-223 limita su expresion a los
linajes mieloides. La comparacion de los perfiles de expresion de esos
mMiARNSs, en células hematopoyéticas en diferentes etapas de diferenciacion,
mostré una alta correlaciéon en aquellas células que estaban en una etapa
similar. Sin embargo, la correlacidén entre las poblaciones de células maduras y
sus precursoras fue menor (13).

En un estudio realizado en células progenitoras hematopoyéticas CD34"
derivadas de sangre de cordén umbilical, se encontr6 un aumento en la
expresion de los miR-221 y miR-222. Posteriormente se aprecié una
disminucién en la expresion de estos miARNs en las mismas células pero ya
diferenciadas al linaje eritropoyético.

El analisis bioinformatico sugiri6 que el ARNm c-Kit (receptor para el factor de
crecimiento de la célula madre hematopoyética y se identifica en la superficie
celular por el marcador CD 117) puede ser el posible blanco para estos
miARNSs, puesto que sus niveles de expresion se correlacionan inversamente
(14).

Estudios recientes efectuados en células progenitoras hematopoyéticas
obtenidas de cultivos de médula 6sea y de sangre periférica sugieren que los
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miARNs 17, 24, 146, 155, 128 y 181 estan involucrados en la transicion de la
célula madre hematopoyética al progenitor linfoide y mieloide comun, mientras
que los miARNs 24a y 17 inhiben la diferenciacion de la célula madre
hematopoyética a dichos progenitores (15).

Todo esto refuerza el concepto de que los miARNs tienen una funcion
importante en la diferenciacion y el mantenimiento de determinados estadios de
maduracion hematopoyéticos.

* miARNSs y leucemias
-  miARN y leucemia linfocitica créonica (LLC)

La alteracion cromosémica mas frecuente en los pacientes con LLC es la
delecién en el cromosoma 13(13q14), en esta regién se encuentran los genes
que codifican para dos transcriptos miR-15a y miR-16-1. La disminucién de la
expresion de estos miARNs fue demostrada en el 68% de los pacientes con
LLC (11). Se conoce que la expresion de la proteina BCL-2(con actividad
antiapoptotica) se correlaciona inversamente con la expresion de los citados
mMiARNs y se ha demostrado que la sobreexpresiéon de esos miARNs provoca
una disminucién de los niveles proteicos de BCL-2 e induce la apoptosis. Por lo
qgue se ha considerado que ellos pueden aportar una posible opcidn terapéutica
para bloquear esa proteina.

Otros miARNs con funcidn oncosupresora son el miR-29b y el miR-181Db; ellos
regulan la expresiéon del gen TCL, oncogén que interviene en la progresion de
este tipo de leucemia (11).

- miARN y leucemia linfocitica aguda (LLA)

En un estudio del perfil de expresion de miARN realizado en muestras de
meédula 6sea de 18 pacientes con LLA y 54 con leucemia mieloide aguda, se
observaron diferencias de expresion en 27 miARNSs, entre ellos la expresion de
4 miARNs (128a, 128b, let-7b y 223) se podian distinguir evidentemente entre
ambos tipos de leucemia con una precision del 97 al 99%. Especificamente en
la LLA el miR-128a y el miR-128b aparecian sobreexpresados y el let-7b y el
miR-223 subexpresados (16).

En recientes estudios se han identificado 8 nuevos miARNs en pacientes con
LLA; de ellos los miARNs 708 y 196b se expresaban de forma diferente dentro
de los subtipos de LLA (con o sin mutaciones en el gen MLL) (17). Esto sugiere
que los perfiles de expresion de los miARNs pueden contribuir a la clasificacion
de los diferentes subtipos de LLA.

En un paciente con LLA con precursores de células B en que se estudio el miR-
125b se encontré que las células leucémicas portaban una insercion del pre-
miARN en el locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina. Aunque los
investigadores no pudieron determinar como se modulaba la expresion del mir-
125b-1 en las células leucémicas, este estudio apoya la idea de que funcione
como un oncogén (18).
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- miARN y leucemia mieloide aguda ( LMA)

Se ha demostrado la actividad funcional y pronéstico de los miARN en la LMA,
ya sea por aumento en su expresion (como oncogenes) o en el silenciamiento (
COMO genes oncosupresores).

En un estudio comparativo de 50 pacientes con LMA y 20 controles, se aprecio
que los niveles de expresion del miR-143 en los pacientes leucémicos eran
significativamente menores, pero se incrementaron después de la remision
completa de la enfermedad (19).

En otras investigaciones se ha demostrado la relacion de los miARNs con
diferentes subtipos de LMA, asi como su valor predictivo. Los miARNs 382,
134, 376a, 127, 299, 5p y 323 estan sobreexpresados en la leucemia
promielocitica, mientras que los mMIARNs let-7b y let-7c estaban
infraexpresados en pacientes con t (8; 21) e inversién del cromosoma 16 (20).
Se conoce que let-7 regula oncogenes de la familia RAS.

En los pacientes con t (8; 21) la oncoproteina AML1/ETO induce el
silenciamiento del miR-223, por remodelacion de la cromatina del gen que lo
codifica. Este miARN se conoce que tiene una importante participacion en la
ontogenia mieloide normal (21).

También se ha podido comprobar que la sobreexpresion del miR- 126 inhibe la
apoptosis e incrementa la viabilidad in vitro de las células de la LMA (22).

Estas diferencias de expresion de los miARNs en los distintos subtipos de LMA
pudieran ser utilizados en el futuro tanto en el diagndstico, como en el
pronostico y en el tratamiento.

-  miARN y leucemia mieloide crénica (LMC)

Investigaciones relativamente recientes han mostrado que en las leucemias
con cromosoma Filadelfia positivo, el gen que codifica al miR-203 se encuentra
inactivo por mecanismos epigenéticos (metilacion del ADN). EI miR-203
controla los niveles de expresion del oncogén ABL activado en estas leucemias
debido a la translocacién entre los cromosomas 9 y 22, que genera un gen de
fusiéon BCR-ABL y el cromosoma Filadelfia(Ph). La reexpresion de miR-203 es
capaz de reducir los niveles de las proteinas ABL y de BCR-ABL y de inhibir la
proliferacion celular. Estos resultados demuestran, que los miARNs pueden
modular la expresibn de genes de fusion especificos de tumores
hematoldgicos. El control de la expresion de este miARN podria tener efectos
terapéuticos beneficiosos en las leucemias que expresen ABL o BCR-ABL
(Ph+) (23).

Por otro lado, se ha reportado que la baja expresién del miR-328 esta asociada
con la progresion de la LMC a crisis blastica (24).

También son de gran interés los estudios hechos en lineas celulares que
mostraban sobreexpresion del grupo (cluster) miR-17-92 (miR-17-5p, miR-17-
3p, miR-19a, miR-20, miR-19b y miR-92-1) en la fase crénica de la LMC pero
no en la crisis blastica. Ademas se demostré que el imatinib disminuia la
expresion de estos miARNs controlando la fase crénica de la enfermedad (25).
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-  miARN y linfomas

En investigaciones realizadas en linfomas inducidos en modelos animales se
identificaron 41 miARNs inactivados, la cuarta parte de ellos regulaban la
expresion del oncogén MYC. La reexpresion de estos miARNs era capaz de
disminuir los niveles de MYC y prevenir la proliferacion de las células tumorales
(26).

A su vez en otro trabajo se demostr6 que MYC como factor de transcripcién
induce la expresién de los genes localizados en la regién cromosémica 13q31-
32, que codifican para los miARNs miembros del grupo miR-17-92 y una vez
transcriptos estos miARNs participan en la regulacion de la expresion del gen
E2F1. Este gen se traduce en una proteina E2F1 que es un factor de
transcripcion que participa en el control del ciclo celular y en la accién de las
proteinas supresoras de tumores (27).

También se ha sefialado que el miR- 155 se encuentra sobreexpresado en
muchas variedades de linfomas, y junto a los miR-21 y miR-221 son
marcadores de mal prondstico en el linfoma difuso de células grandes (28).

- miARN y mieloma multiple (MM)

Varios estudios relacionan las alteraciones de los perfiles de expresion de los
miARNs con el diagnostico, patogénesis y prondstico en el mieloma multiple
(29, 30, 31).

En pacientes con MM el estudio del perfil de expresion de los miARNs
demostré su participacion en la regulacién de los genes involucrados en la
patogénesis de la enfermedad. Los perfiles de expresion de los miARNs 32, 21,
grupo 17-92, 106-25, 181a y 181b estaban sobreexpresados. Especificamente
los miARNs del cluster 17-92 y el 32 estaban relacionados con la expresion del
gen supresor de senales de citocina 1(SOCS-1, del inglés supresor of cytokine
signaling 1). Este gen se traduce en la proteina de igual nombre e inhibe las
sefales de interleucina- 6, y de citocinas importantes en la proliferacién de las
células del MM. (32)

En estudio realizado se observé diferencias significativas entre los perfiles de
expresion de los miARNs de las células plasmaticas normales y las de
gammapatias monoclonal de significado incierto. Varios de los miARNs que se
expresaron diferencialmente en las gammapatias también se mostraron en el
MM. Ademas se pudo discriminar los subtipos moleculares de MM con la ayuda
de los perfiles de expresion de los miARNs y las alteraciones citogenéticas,
demostrando su potencial prondéstico y diagndstico (33)

- miARNs y sindromes mielodisplasicos (SMD)

Investigaciones también recientes sugieren la contribucién de los miARNs en la
patogénesis y progresion de los SMD (34,35).

En un estudio realizado en 42 pacientes con SMD y 45 controles, se
identificaron 13 miARNSs. De ellos las expresiones de los miR-378, miR- 632 y
miR- 636 mostraron una alta discriminacién entre los pacientes con SMD vy el
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grupo control. Ademas se pudo predecir muchos de los genes dianas regulados
por estos miARNs que caracterizan al SMD (36).

Especificamente en el sindrome 5qg-, subtipo de SMD se estudi6 la expresion
de los miARNs codificados por genes que se localizan en esa region
cromosomica (brazo largo del cromosoma 5), lo que se relaciono con la pérdida
de dos miARNSs (el miR- 145 y el miR-146a), que se encuentran incrementados
en la célula madre progenitora hematopoyética. Ademas se identificd la
proteina adaptadora contenida en el dominio del receptor toll -interleucina-
1(TIRAP, del inglés toll- interleukin-1 receptor domain-containg adaptor protein)
y al factor 6 asociado al receptor de factor de necrosis tumoral (TRAF6) (del
inglés tumor necrosis factor receptor-associated factor 6) como posibles dianas
de esos miARNSs. Al producir el silenciamiento de estos miARNs en conjunto o
la expresion forzada de TRAF6 en células madre progenitora hematopoyética
de ratdn originé trombocitosis, ligera neutropenia y displasia megacariocitica
(37)

El desarrollo de microarreglos especificos para conocer el perfil de expresion
de los miARNs ha permitido establecer su importante participacion en la
etiopatogenia del cancer (38). Al igual que los genes que codifican para
proteinas, los miARNSs participan en los eventos de transformacion oncogénica
asi como en el progreso de la enfermedad. Sin embargo, aun la dificultad
radica en descifrar si las alteraciones en su expresidén son eventos primarios o
secundarios. Sin dudas, el mejor conocimiento de la biologia y funcionamiento
de los miARNs contribuira a la mejor comprension de los mecanismos
moleculares que intervienen en el cancer y a la proyeccion de nuevos enfoques
terapéuticos contra esta enfermedad. En particular en la especialidad de
hematologia ofrecer grandes perspectivas como posibles biomarcadores
auxiliares en el diagnostico y prondstico de las enfermedades
oncohematolégicas y también aunque en un plazo probablemente mas largo
para la aplicacion de una terapéutica molecular especificamente orientada.

La informacion presentada en este trabajo evidencia los extraordinarios
avances que se han logrado en el conocimiento de los miARNSs, sus
mecanismos de accidon y sus potencialidades diagndsticas y terapéuticas en
oncohematologia. Sin embargo, no se puede obviar que el cancer en general
es una enfermedad muy compleja en la que aun se requieren investigaciones
mas amplias para su mejor comprension, particularmente a nivel molecular. La
ampliacion de las investigaciones de los miARNs indudablemente apoyadas
por el acelerado avance de la bioinformatica y el desarrollo de la biologia
molecular, la bioingenieria molecular con preparacion de moléculas
“‘inteligentes”; contribuiran a la busqueda de nuevas y mas eficientes
alternativas de tratamientos moleculares, Esto seguramente proporcionaria
estrategias terapéuticas mas efectivas que permitan la eliminacion selectiva de
las células malignas, control de la enfermedad y una mayor calidad de vida de
los pacientes.
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