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RESUMEN

Hasta el afio 2010, el pronostico de los pacientes con melanoma en estadio IV era poco
esperanzador, pues la quimioterapia “tradicional” ofrecia respuestas muy bajas y conseguia
supervivencias aun menores. Sin embargo, el avance en el conocimiento de las alteraciones
genéticas permitio el desarrollo de la terapia dirigida frente a la proteina BRAF de la via
MAPKI/ERK, que logroé resultados sin precedentes en este tipo de cancer. No obstante, al cabo
del tiempo comenzaron a aparecer resistencias. En la actualidad, la terapia de eleccion en
melanoma metastasico es o bien la combinacion de dos inhibidores de la via MAPK/ERK, o
bien la inmunoterapia. Sin embargo, los pacientes siguen progresando, lo cual puede ser
debido a un conocimiento incompleto de los mecanismos que subyacen en el melanoma. En
este sentido, investigaciones recientes apuntan a que la desrregulacion en el perfil de
microRNAs es responsable de una serie de alteraciones en la via MAPK/ERK que
contribuyen a la progresion del cancer. miR-524-5p y miR-579-3p son dos de los microRNAS
que muestran menores niveles en melanoma, y ciertos estudios apuntan a que el
restablecimiento de sus niveles basales podria ser capaz de revertir el fenotipo maligno y de
ayudar a prevenir la aparicion de resistencias frente a la terapia dirigida, asi como de

vencerlas una vez establecidas.
Palabras clave: “melanoma”, “microRNA”, “treatment” y “drug resistance”.
1. INTRODUCCION

1. 1. Contextualizacion y antecedentes

El melanoma es una neoplasia de los melanocitos que en la mayoria de los casos se
localiza en la piel (95%) (1), (2). Representa el 4% de los tumores malignos de este drgano,
pero sin embargo es responsable del 80% de las muertes debidas al cancer de piel (2). El
melanoma afecta en mayor medida a la poblacién blanca, detectandose mas del 80% de los
casos en Australia, Norteamérica y Europa (3). La incidencia en Espafia es de 9,7 casos por

cada 100.000 habitantes, siendo mas comun en mujeres (57,2%) que en hombres (42,8%) (2).

El desarrollo de un melanoma consta de dos fases: extension radial y crecimiento
vertical. En la primera, las células tumorales se encuentran confinadas en la epidermis, por lo
gue su comportamiento es indolente y son escasas las posibilidades de metastatizar. La
segunda etapa, por el contrario, tiene peor prondstico, pues en esta si cabe la posibilidad de
invasion linfatica y hematdgena (2). EI melanoma metastasico se origina a partir de los

melanoctios en fase de crecimiento vertical. Las metastasis iniciales suelen afectar a los
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nodulos linfaticos regionales, pero en fases avanzadas puede verse afectado casi cualquier
organo. Aunque la mayor parte de los melanomas se diagnostican en fases tempranas, un
porcentaje nada desdefiable (19-25%) recidivan o debutan en situacion avanzada

locorregional y/o a distancia (4).

El cribado del melanoma es fundamentalmente clinico (criterios ABCDE), y ante
cualquier sospecha de lesién cuténea carcinogénica o presencia de alto riesgo de melanoma
por elevado nimero de factores de riesgo, se procede a la realizacion de un estudio anatomo-
patoldgico (2). El andlisis de la lesion primaria y las exploraciones complementarias permiten
clasificar el melanoma en estadios, que son el factor prondsitco méas importante y en funcién
del cual se escoge la linea terapéutica (2). La American Join Cancer Comision (AJCC/UICC)
es quien rige el estadiaje del melanoma, y para ello valora: grosor de Breslow, que mide el
crecimiento vertical del melanoma (T: tamafio), afectacion ganglionar (N) y metastasis a
distancia (M). No obstante, el prondésitco de un paciente con melanoma también depende de
otros parametros, como la ulceracion, la tasa de mitosis dérmica, el infiltrado linfocitico o la
ubicacion, entre otros. En los estadios 0, 1 y Il las células tumorales se sitian en la epidermis
y no hay propagacion a ganglios linfaticos ni a lugares distantes. En el estadio 111 los ganglios
linfaticos se encuentran afectados y/o hay presencia de tumores satélite alrededor de la lesion
principal. Por altimo, en el estadio IV hay propagacion a ganglios linfaticos distantes o0 a

organos como los pulmones, el higado o el cerebro (5).

El tratamiento principal en los estadios I, 11 y 111 es la cirugia, tanto exéresis del tumor
primario como linfadenectomia regional. Ademaés, en funcién de la situacion del paciente,
esta puede ir acompafiada de terapia adyuvante locorregional (radioterapia) o sistémica
(farmacos de primera linea en melanoma de estadio V) (6). El tratamiento de eleccién en la
enfermedad metastasica (estadio 1V) son los antineoplasicos. La primera terapia sistémica que
se utilizé frente al melanoma fue la quimioterapia basada en dacarbazina y fotemustina (7).
También se utilizé de forma extendida la interleucina-2 (IL-2). Sin embargo, la quimioterapia
“tradicional” en melanoma se caracteriza por producir respuestas objetivas (RO) en menos del
10% de los pacientes y apenas contribuir a prolongar la supervivencia global (SG) (mediana
de 6-9 meses) (8), (9). Hasta el afio 2010, este era el panorama al cual se enfrentaban personal
médico y pacientes cuando se realizaba un diagnostico de melanoma metastasico (10). Sin
embargo, gracias a los avances en el conocimiento de las alteraciones genéticas y de las vias
de sefializacion, la quimioterapia “tradicional” representa el pasado del tratamiento del

melanoma metastasico.
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1.2. Tratamiento actual del melanoma metastasico

1.2.1. Terapia dirigida

Las células cancerosas melanociticas poseen muchas alteraciones genéticas, y el
nimero va en aumento a medida que el cancer progresa. En este sentido, la identificacion de
mutaciones conductoras (“driver mutations) cambio la terapéutica del melanoma, ya que la
inhibicion de uno de estos oncogenes es en muchas ocasiones suficiente para inducir una
regresion tumoral, debido a su gran impacto en las vias de proliferacion y supervivencia (10).
A pesar de que cada vez son mas las que se incorporan a la lista, sin duda alguna la mutacion
conductora lider es la que se descubri6 en el afio 2002, y que afecta a la quinasa BRAF de la
via de las protein quinasas activadas por mitdgenos (MAPK/ERK) (10). BRAF, un miembro
de la familia de las proteinas RAF (A,B, C-RAF), es la principal efectora de RAS en la via
MAPK/ERK. Cuando BRAF es activada por RAS, esta interactia con CRAF para activar a
MEK, que a su vez extiende la sefial mitogénica para activar a ERK. Por altimo, ERK se
trasloca al nacleo celular, donde acitva diferentes programas genéticos de la via relacionados

con el crecimiento y la supervivencia (11) (Ver Figura 1).
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Figura 1. Recurrent mutations in melanoma
affecting the MAPK and PI3K/Akt signaling

Otras mutaciones conductoras afectan a
pathways (10).

conocidos genes, como NRAS, PTEN o NF1, y a
otros no tan conocidos y de creciente trascendencia en el melanoma, como MITF (10).
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1.2.2. Inmunoterapia

El cancer es un sistema dindmico que se adapta al medio a través de la adquisicion
progresiva de distintas capacidades. El sistema inmune es una red interconectada de células y
moléculas cuya funcion es detectar cambios que puedan poner en peligro al organismo y
generar respuestas adaptadas para suprimir o hacer compatible dicho cambio con la
supervivencia. Por lo tanto, el cancer y el sistema inmune son dos sistemas dinamicos
adaptativos. Las terapias convencionales frente al cancer, por el contrario, son sistemas
estaticos y por tanto incapaces de adaptarse a los mecanismos de resistencia que se generan en

la célula tumoral por presion selectiva de la intervencion terapéutica (14).

La inmunoterapia permite manipular la relacion entre el sistema inmune y el cancer, y
busca reconducirla hacia el equilibrio (latencia tumoral) o hacia la eliminacién del tumor. Las
células cancerosas melanociticas se diferencian muy bien a ojos del sistema inmunitario
porque tienen muchas alteraciones genéticas. Por esta razon, los melanomas suelen tener una
alta tasa de infiltracion linfocitaria. En melanoma, la inmunoterapia pretende potenciar la
respuesta de los linfocitos T CD8+ por medio del bloqueo de sus receptores PD-1 y CTLA-4
(“immune checkpoints™), evitando asi su union a los ligandos PD-L1/PD-L2 y CD80/CD86,
respectivamente, que se encuentran sobreexpresados en las células tumorales. EI melanoma
en estadio IV fue el primer cancer que se beneficio de la inmunoterapia basada en anticuerpos
(15).

La irrupcion de la terapia dirigida y de la inmunoterapia ha revolucionado el
tratamiento del melanoma metastasico en los Gltimos afios debido al notable incremento en la
duracion de las RO y de la SG y supervivencia libre de progresion (SLP) (16). Ambas son
primera linea de tratamiento en melanoma metasatico, y utilizar una u otra depende de si el
paciente posee 0 no la mutacion BRAF (en el caso de que la mutacion sea postiva se inicia

con terapia dirigida, y en caso contrario con inmunoterapia) (Ver Figura 2).
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Figura 2. Systemic therapy for metastatic or unresectable melanoma (6).
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Sin embargo, a pesar de que la inhibicion de la proteina BRAF mutada con inhibidores
selectivos de la quinasa ha logrado la consecucion de respuestas terapelticas y mejoras en la
SG y SLP sin precedentes en pacientes con melanoma metastasico BRAF V600E (17), mas
tarde se ha visto que la duracion de la respuesta a la terapia es limitada y la mediana de la SLP
es Unicamente de 6-8 meses, debido al desarrollo de resistencias terapéuticas (18). Por su
parte, la inmunoterapia tampoco estd exenta de resistencias, y ademas presenta una serie de
reacciones adversas gque no siempre son toleradas por los pacientes, tales como colitis,
hepatitis, neumonitis, nefritis o hipo e hipertiroidismo. Ademas, ain no se disponen de
biomarcadores adecuados que permitan seleccionar a los pacientes que se pueden beneficiar

de la inmunoterapia.

1.3. .Y ahora qué?

El dogma central de la biologia molecular dice que la informacién genética fluye
unidireccionalemnte de DNA, a RNA mensajero (MRNA) y a proteinas. En consecuencia,
durante muchos afios la mayoria de la investigacion estuvo centrada en los genes codificantes
de proteinas y en sus transcriptos, el mMRNA. No obstante, tiempo después se vio que a pesar
de que mas del 90% del DNA puede ser transcrito, Gnicamente el 2% codifica proteinas (19).
A pesar de la enorme diferencia cuantitativa, este hecho fue ignorado mucho tiempo y se llegd
a calificar al DNA que no codifica proteinas como “DNA basura”. Sin embargo, hoy en dia se
sabe que la mayoria de los transcriptos que no codifican proteinas no son simple ruido, sino
que se trata de RNA no codificante (hcRNA) con importantes funciones en la regulacion de

los procesos celulares (20).

El ncRNA ha sido el protagonista indiscutible del estudio de la maquinaria de
regulacién postranscripcional de las células eucariotas durante las dos Ultimas décadas, y
ademas se ha visto que tiene gran implicacién en la oncogénesis (20). En funcion del nimero
de nucleotidos, el ncRNA puede ser clasificado en tres categorias: “short ncRNAs”, “middle-
size ncRNAs” y “long ncRNAs” (21). Dentro de la primera se encuentran los microRNAs
(miRNAs/miR), que poseen un tamafo de 19-25 nucledtidos y cuya funcion bioldgica es

regular negativamente la expresién génica a nivel postranscripcional (22).

Los miRNAs son el ncRNA mas expresado en los tejidos somaticos eucariotas (23), y
en la actualidad se han convertido en el epicentro de la gran mayoria de los estudios sobre
ncRNA. Se han identificado mas de 2.500 miRNAs humanos (24) y los analisis
bioinformaticos indican que regulan mas de 5.300 genes, lo cual representa al 30% de todos
los genes humanos (25). Se describieron por primera vez en el afio 1993, cuando
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investigadores de la Universidad de Harvard observaron en Caenorhabditis elegans que lin-4,
un tipo de RNA que no codificaba para ninguna proteina, controlaba los niveles de la proteina

LIN-14 y de esta forma dirigia la transicion entre los diferentes estados larvarios (26).

El mecanismo de accion de los miRNAs consiste en bloquear la traduccion y en
promover la deadenilacion y degradacion del mRNA, junto con el complejo RISC. El
reconocimiento del mRNA se lleva a cabo mediante la interaccion entre el extremo 5’
(posicion 2 a 8) del miRNA, denominado “seed region”, y la region no codificante 3> UTR de
los mMRNASs (16). La complementariedad puede ser perfecta o imperfecta, pero en mamiferos
lo més habitual es que se de el segundo caso (27). Hoy en dia se sabe que todos los MRNAS
tienen sitios de union a miRNAs, algunos conservados y otros no (16). Los miRNAs tienen
efectos pleiotropicos normalmente, es decir, que un Gnico miRNA es capaz de regular la
expresion de varios mRNAs (24). Este hecho explica el gran potencial regulador de la
expresion génica que presentan, ya que se piensa que cada miRNA regula alrededor de 200
genes (28), y la multitud de vias de sefalizacion que pueden llegar a afectar. Ademas, una
misma via de sefalizacion puede estar regulada por varios miRNAs que pueden trabajar

coordinadanemtne, o no (29).

Los miRNA se clasifican generalmente como intergénicos o intronicos en funcién de
su ubicacion gendémica, y normalmente estan situados en clusters. Se sabe que los miRNA
intergénicos se transcriben como unidades de transcripcion independientes, mientras que se
cree que los miRNA intronicos se procesan a partir de los intrones de sus unidades de
transcripcion hospedadoras vy, por lo tanto, comparten mecanismos reguladores y patrones de
expresion comunes con su gen hospedador (30). Los miRNAs de un mismo cluster son
transcritos a la vez, pero las unidades individuales maduras pueden estar reguladas
postranscripcionalmente de manera independiente (31). Se sabe que numerosos factores de
transcripcion, como p53, MYC, ZEB1 o ZEB2, son reguladores positivos o negativos de la
expresion de miRNAs (31). También se sabe que estan sometidos a regulacion epigenética
(16). Por lo tanto, los miRNAs no solo ofrecen una regulacion precisa y compleja de la

expresion génica, sino que ellos mismos también estan sometidos a una regulacion exquisitia.

La desregulacién de los miRNAs ocasiona grandes alteraciones en los mecanismos
celulares, y por ello afecta a numerosas enfermedades humanas, como el cancer (32). Calin et
al fueron los primeros en publicar, en el afio 2002, la desrregulacion en el perfil de miRNAs
existente en un tipo de cancer. Concretamente, identificaron la delecion del cluster miR-

15a/16-1 en leucemia linfocitica cronica, la cual producia la sobreexpresion del factor
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antiapoptético BCL2, que es la diana de este cluster de miRNAs. Ademas, afios méas tarde
estos mismos investigadores demostraron que mas de la mitad de los miRNAs conocidos
estan localizados en regiones gendmicas cuya alteracion es frecuente en canceres humanos
(33). Hoy en dia se conocen muchos miRNAs que estan asociados al cancer (“oncomirs”), y
en funcién de cual sea su diana se pueden clasificar en supresores tumorales, por reprimir la

expresion de oncogenes, 0 en oncogenicos, por reprimir la de supresores tumorales (20).

Dado el gran impacto que se esta viendo que tienen los miRNAS en la carcinogénesis,
se cree que poseen un gran potencial en el desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas y
terapéuticas. La posibilidad de utilizar el conocimiento adquirido durante el desarrollo de las
terapias con RNA pequefio de interferencia (SIRNA) en los miRNAs sienta las bases para
empezar a estudiar su posible aplicabilidad terapéutica. Ademas, el hecho de que sea posible
sintetizar moléculas antagonicas de miRNAs (“antimiRs”), asi como moléculas que los
mimeticen (“miRNA mimetics”), permitiria tratar tanto la subexpresion como la
sobreexpresion de miRNAs. Por dltimo, la capacidad de los miRNAs de regular varios genes
haria posible la intervencion de varias vias de sefializacion con una Unica molécula (34), lo

cual sin duda es muy interesante de cara al desarrollo de farmacoresistencias.
2. OBJETIVOS

1. Realizar una revisiéon de los mecanismos moleculares que conducen al desarrollo de

melanoma y estudiar la implicacion de los miRNAs en los mismos.

2. Investigar cuales son los mecanismos que subyacen en la resistencia del melanoma
frente a la terapia dirigida y buscar qué estrategias se estan llevando a cabo para

sortearla.
3. Estudiar la posibilidad de introducir los miRNAs en la terapéutica del melanoma.
3. METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica de
estudios publicados en la base de datos “PubMed” (NCBI). Para acotar la busqueda y
realizarla de forma precisa se ha utilizado el buscador MeSH, empleando como palabras
clave: “melanoma”, “microRNA”, “drug resistance” y “treatment”, combinadas entre si
mediante el operador boleano AND, fundamentalmente. Ciertas bldsquedas se restringieron
con el afio de publicacion (a partir de 2016) y Unicamente revisiones, dada su elevada
evidencia. También se han empleado Guias Clinicas de Hospitales y libros de texto sobre

Patologia. Asimismo, se han consultado webs institucionales de referencia, como la de la
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OMS o la AEMPS, y de sociedades de oncologia, como la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM) o la American Society of Cancer (ASC). Por ultimo, se realiz6 una busqueda

de ensayos clinicos en la base de datos del U.S. National Institutes of Health (NIH).
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Mecanismos moleculares que conducen al desarrollo de melanoma. Papel de los miRNASs

Mueller et al fueron los primeros en estudiar las diferencias entre el miRNAoma de los
melanocitos y de las lineas celulares de melanoma (35). Después de ellos, Caramuta et al,
Chan et al y muchos otros, han descrito diferentes patrones de expresion de miRNAs, tanto en
lineas celulares de melanoma, como en muestras clinicas de melanoma metastasico y de
melanoma primario (36), (37). Tras afios de estudio y comparacién, a dia de hoy se sabe que
el patrén de expresion de miRNAs es diferente entre una célula melanocitica y una tumoral de
melanoma, y ademas este Gltimo es diferente del de otros tipos tumorales. De esta forma, la
determinacion de ciertos miRNAs por técnicas de microarray y RT-PCR es capaz de
diferenciar una celula normal melanocitica de una tumoral de melanoma con una exactitud del
100% (36). Ademas, ciertos miRNAs son caracteristicos de determinados subtipos clinicos, y
con ellos se puede diferenciar, por ejemplo, entre melanoma acral y no acral (37). De igual
modo, existen miRNAs especificos involucrados en la etapa temprana de la enfermedad y en
la etapa metastasica (34). Por ultimo, también se ha visto que ciertos MiRNAs estan

correlacionados con un buen prondstico, y otros con malo (36).

La via de sefializacion MAPK/ERK tiene un papel central en el fenotipo oncogénico y
proliferativo de las células tumorales, y de hecho el 30% de los canceres la tienen
hiperactivada (38). En el melanoma, entre el 40 y el 60% de los pacientes portan la mutacion
BRAF V600, que da lugar a la hiperactivacién de esta via. Este hecho es el que ha llevado a
los miRNAs, conocidos reguladores de varias vias asociadas al cancer, a ser el centro del
estudio de muchas investigaciones sobre la via MAPK/ERK, a fin de determinar si estan

también involucrados en esta via.

En el afio 2017, Fattore et al publicaron que la mutacion BRAF ejerce multiples
efectos reguladores de la melanogénesis, y que gran parte de ellos es a través de la induccion
o represion de una compleja red de miRNAs cuyas dianas son responsables de la promocion o
supresion del crecimiento del melanoma (16). El entramado total de miRNAs que afectan a la
via MAPK/ERK es inabarcable en este tipo de trabajo. Por esta razén, se ha decidido

seleccionar un miRNA y sintetizar lo que se sabe de él, ya que sin lugar a dudas también es un
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reflejo de la trascendencia global que tiene la desregulacion de los miRNAs en el desarrollo
del céncer.

Liu et al (29) realizaron un screening de miRNAs mediante PCR array en lineas
celulares Malme-3 (“wild-type” BRAF) y Malme-3M (BRAF V600E) en el que vieron que la
expresion de tres miRNAs estaba significativamente disminuida. De entre esos tres,
decidieron centrarse en miR-524-5p, que era el Unico que previamente no habia sido
relacionado con la via MAPK/ERK.

En primer lugar, para ver si miR-524-5p guardaba relaciébn o no con la via
MAPKI/ERK, lo que hicieron fue sobreactivar la via tratando células HEK-293 con factor de
crecimiento epidérmico (EGF) o sobreexpresando la mutacion de BRAF. El resultado fue que
cuando la via MAPK/ERK se encuentra hiperactivada, los niveles de miR-524-5p disminuyen
(Ver Figura 3A). A continuacion, trataron células SK-Mel-19 con iBRAF o iMEK para ver
qué sucedia si, por el contrario, se inactivaba la via. En estas circunstancias lo que se observo
fue que los niveles de miR-524 aumentan (Ver Figura 3B). Por tanto, concluyeron que parece
existir una relaciéon inversa entre la activacion de la via MAPK/ERK y los niveles de

expresion de miR-524-5p.

A HEK-293 1.2
- - pcDNA

- +___ BRAFV60OE

*%s
o

w

§ .

[

BRAF E5 os
L]
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pcDNA BRAFV&00E

B SK-Mel-19

+ - DMSO ——
- + _ BRAFVS®E jnhibitor o 14 ' !
< 12
xXv g
=0
o Q
2% 4
°
o 0

Ctrl BRAFV600E
inhibitor

Figura 3. A. Over-expressing mutated V600E BRAF in HEK293 cells B. SK-Mel-19 cells treated with
VV600E BRAF inhibitor (29).

Mas tarde, estos mismos investigadores demostraron que miR-524-5p es capaz de
unirse directamente al extremo 3’UTR del mRNA de BRAF y de ERK2. Para ello
construyeron vectores luciferasa que contenian el fragmento 3’UTR “wild-type” y vectores

que lo contenian pero sin el sitio de union de miR-524-5p. Lo que se observo fue que el

-10 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

aumento en la concetracion de miR-524-5p producia una disminucion dosis-dependiente de la
expresion de la luciferasa en el vector que contiene el “wild-type”, pero no en el mutante. A
continuacion vieron que esta interaccion efectivamente tiene una importante repercusion en
los niveles de expresion de BRAF y ERK2, para lo cual transfectaron a miR-524-5p y
midieron los niveles de expresion de BRAF y ERK2.

Estos dos resultados, tomados en conjunto, indican que miR-524-5p es una diana de la via
MAPK/ERK, pero a su vez que miR-524-5p tiene la capacidad de inhibir dicha via a través de
la inhibicion de BRAF y ERK2. Es decir, que parece existir un mecanismo regulador
feedback entre la via MAPK/ERK y miR-524-5p. Se decidié proponer un modelo que aunara

estos nuevos conocimientos:

A. Via MAPK/ERK normal: cuando los niveles de expresion de miR-524-5p y la
actividad de la via MAPK/ERK se encuentran en equilibrio, las células mantienen un

estado constante.

B. Activacion BRAF V600E: la hiperactivacion constante de la via MAPK/ERK
disminuye la expresion de miR-524-5p, lo cual le inhabilita para poder inhibirla y la

célula adquiere altas propiedades proliferativas y migratorias.

C. Tratamiento con miR-524-5p: la sobreexpresion de un miR-524-5p mimético impide
la expresion de BRAF y ERK2 e inhibe la actividad de la via MAPK/ERK, dando

como resultado una disminucion de la proliferacién y migracién celular.

A B C
Normal MAPK pathway BRAFV600E activation miR-524-5p treatment
Cytosol ‘ Cytosol I‘I Cytosol lll
RAS RAS RAS
_| RAF @ TBRAFn'm’,U[ TBRAi.cc:c&
MEK MEK MEK miR-524-5p mimic
—-I ERK ) ERK ERK \/
Nucleus J Nucleus J Nucleus ’
Proliferation, Highly Decreased
Migration, T proliferation, l proliferation,
Survival Migration, Migration,
Survival Survival
High
miR-524-5p

Figura 4. The model of miR-524-5p in MAPK/ERK signaling (29).
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Ademas, vieron que miR-524-5p es capaz de disminuir el tamafio de los tumores in
vivo. Para ello, inyectaron en ratones células SK-Mel-19 transfectadas con miR-524-5p, y
después de 3 semanas midieron el tamafio de los tumores, asi como la expresion del miRNA
en el tumor y los niveles de BRAF y ERK2. Los ratones transfectados con el miRNA tenian
altos niveles de expresion en el tejido tumoral y su tamafio de tumor, asi como los niveles de

BRAF y ERK2, eran considerablemente inferiores a los de los ratones control.

El miRNA 524-5p no es el Unico relacionado con la via MAPK/ERK; de hecho se han
descrito decenas. Sin embargo, la mayoria de los miRNAs definidos hasta la fecha tenian
como dianas moléculas que aparecen mas abajo en la via de sefializacion. La importancia de
este estudio es que fue el primero en identificar un miRNA que ademas de tener como diana
una importante proteina de la via MAPK/ERK (BRAF), regulaba un segundo componente
también muy importante de la via (ERK2). También es interesante sefialar que tanto este
estudio como muchos otros han llegado a la conclusiéon de que cuando la via MAPK/ERK
esta activada, lo que predomina es la supresion de la expresion de miRNAs. Es decir, que los
miRNAs poseen en general un papel oncosupresor. Por ultimo, ain queda la incdgnita de
como la via MAPK/ERK es capaz de influenciar la expresion de miR-524-5p. La respuesta
mas probable es que lo hace a través de factores de transcripcion que dependen de ella, como
Myc (39), que reprime la expresion de multiples miRNAs y cuya expresion esta regulada a su
vez por otros miRNAs (20).

Numerosos miRNAs han entrado en ensayos clinicos de cancer (40), pero actualmente
no hay ninguno para melanoma. Los resultados de este estudio indican que miR-524-5p tiene
un papel regulador negativo muy importante de la via MAPK/ERK, y por tanto un gran
potencial terapéutico en melanoma BRAF V600E. Dado que hoy en dia se sabe que se
desarrollan farmacorresistencias en practicamente todos los pacientes tratados con terapia
dirigida, se estan buscando nuevas estrategias terapeuticas. En este sentido, los miRNAs, al
suprimir varios mMRNAs y por tanto tener multiples dianas, podrian no dar lugar al feedback

que genera la inhibicion de una unica diana, y que promueve la generacion de resistencias.

4.2. Resistencias frente a la terapia dirigida v estrategias para sorteralas

La farmacorresistencia o resistencia a farmacos es la reduccién de la efectividad de
antimicrobianos, antihelminticos o antineoplasicos en el tratamiento de enfermedades (41).
Puede ser de dos tipos: intrinseca, en la que el paciente no ha respondido en ningiin momento
a la terapia, o0 adquirida, en la cual el paciente inicialmente responde a la terapia, pero tiempo
después progresa. En el caso de la terapia dirigida frente a melanoma metastasico BRAF
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V600E, la resistencia intrinseca frente a iBRAF ocurre en menos del 10% de los pacientes
(42). Sin embargo, la resistencia adquirida aparece en practicamente todos los pacientes
tratados, y en la mayoria durante el primer afio de tratamiento (43). Por otro lado, también se
ha descrito una resistencia similar en cuanto a tiempos frente a IMEK, la cual en ensayos
clinicos aparecié en el 70% de los pacientes tratados en monoterapia con uno de estos
inhibidores (43). Ademaés, y més preocupante, se ha reportado que el 80% de los pacientes
que desarrollaron resistencia frente a los iBRAF, también la tenian para los iIMEK, lo cual

hace sospechar de la existencia de mecanismos de resistencia cruzados (44).

Las células tumorales desarrollan numerosos mecanismos para resistir a los farmacos que
inhiben la via MAPK/ERK. Un estudio que examind 100 muestras procedentes de pacientes
que habian progresado a un iBRAF en monoterapia revelé que en el 70-80% de los casos se
produjo una reactivacion de la via MAPK/ERK (45). Esta puede tener lugar por los siguientes

mecanismos (10):

e Alteraciones especificas en BRAF: por un lado, se puede producir amplificacion del
gen BRAF mutado, la cual conduce a una una hipersefializacion de la via
MAPK/ERK. Esta alteracion esta presente en el 8-30% de los pacientes con
resistencia a iBRAF (45). Por otro lado, también se pueden ocasionar empalmes
alternativos (alternative splicing), que incrementan su tendencia a homodimerizar. En

consecuencia, BRAF continua participando en la sefializacion de la via (46).

e Sobreexpresion de MAP3K alternativas: ademas de BRAF, se ha visto que las
celulas tumorales son capaces de utilizar otras tres isoformas de RAF para activar la
via MAPK/ERK Yy asi sortear a los iBRAF. Concretamente, las células de melanoma
BRAF V600E resistentes tienen elevados niveles de CRAF, ARAF y COT (cancer
Osaka thyroid), las cuales son capaces de reactivar la sefializacién de la via
MAPK/ERK (10).

e Mutaciones que activan la via MAPK/ERK: el 30% de los melanomas BRAF
mutados con resistencia adquirida a iIBRAF presentan mutaciones en NRAS (45).
Estas disminuyen su actividad GTPasa intrinseca e inducen la via MAPK/ERK a
través de la activacion de CRAF (47). También se ha visto que el 9% de los
melanomas tienen mutaciones en RAC1 (48). Por ultimo, el 7% de los melanomas
resistentes a inhibidores de BRAF presentan mutaciones en MEK1 y MEK2, que

suelen conducir a una mayor actividad quinasa independiente de RAF (49).
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La respuesta de los pacientes con melanoma BRAF mutado a la monoterapia con
iBRAF o iIMEK es muy breve, ya que en la mayoria de los casos aparecen resistencias y los
pacientes progresan (10). A pesar de que en algunos pacientes continuar con la terapia una
vez instaurada la resistencia puede tener algun beneficio clinico (50), claramente lo deseable

seria poder acabar con la resistencia, 0 prevenir su aparicion.

Hoy en dia se esta trabajando en dos direcciones para tratar de vencer o prevenir las
resistencias. Por un lado, Das Thakur et al han visto que el tratamiento de forma intermitente
con iBRAF es mas efectivo en ratones con melanoma resistente a iBRAF que la terapia
continuada (51). Ademas, se cree que la administracion intermitente también podria preveinr
la aparicion de resistencia manteniendo el control del tumor (52). Por otro lado, también se
esta trabajando con varias terapias combinadas con el fin de que atacando varias dianas o vias

de sefializacion se puedan lograr respuestas mas duraderas (10):

e Combinacién de iBRAF e iIMEK: la constatacion de que las células de melanoma
mutadas en BRAF poseen una sensibilidad mayor a la inhibicion de MEK en
comparacion con lineas celulares “wild-type” o mutantes RAS fue la que motivé el
estudio de esta terapia combinada (10). Ademas, mas tarde se vio que la adicion de un
IMEK al tratamiento con IBRAF era capaz de acabar con la resistencia a la
monoterapia (53), y que la administracion concomitante de ambos desde el inicio
impedia la aparicion de resistencias por reactivacion de la via MAPK/ERK (54). A
raiz de estos hechos, se realizaron varios ensayos clinicos en fase 3 en los que se
compararon diferentes combinaciones de iBRAF e iIMEK frente a la monoterapia con
iIBRAF. Los resultados fueron que la terapia combinada presenta mayores respuestas,
mejora tanto la SG como la SLP y da lugar a menor toxicidad cutanea (54).
Actualmente la combinacion de un iBRAF y un iMEK es la terapia de eleccion en

melanoma metastasico BRAF V600E.

e Combinacion de inhibidores de PI3SK/AKT e inhibidores de MAPK/ERK: la
inhibicién de BRAF mutado y de la via PISBK/AKT tiene efectos sinérgicos en la
induccion de la apoptosis en lineas celulares de melanoma BRAF mutado (55).
Ademaés, se piensa que la via de AKT puede contribuir al desarrollo de ciertas
resistencias frente a terapia combinada de un iBRAF y un iMEK, por lo que la adicion
de un inhibidor de PI3K/AKT podria impedir su aparicion. Los ensayos preclinicos
con la triple terapia dieron buenos resultados, y hoy en dia existen varios ensayos

clinicos en fase 1.
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e Combinacién de iBRAF/IMEK e inmunoterapia: los inhibidores de CTLA-4 y PD-
1 dan lugar a respuestas duraderas y prolongan la supervivencia de los pacientes con
melanoma (10). Actualmente se cuenta con numerosos datos de laboratorio y
translacionales que apuntan al incremento de la actividad antitumoral y al no
solapamiento de la toxicidad entre la terapia dirigida y la inmunoterapia (56), y por
ello existe un creciente interés por combinar estas terapias. Aunque algunos estudios
indican que los iIMEK podrian inhibir a los linfocitos T, se sabe que los iBRAF no
comprometen su actividad, y de hecho promueven la infiltracion y la citotoxicidad de
los linfocitos T CD8+ y disminuyen la expresion de moléculas inmunosupresoras,
como IL-6 o IL-8. Por lo tanto, cabe esperar que la combinacion de iBRAF e
inmunoterapia produzca importantes beneficios clinicos (57). En la actualidad hay en

marcha ensayos clinicos en fase 3.

Sin embargo, a pesar de los alentadores resultados que se obtuvieron con los ensayos
clinicos de la terapia combinada de IBRAF e iIMEK, mas tarde se ha visto que
aproximadamente el 50% de los pacientes desarrollan resistencias y progresan a los 12 meses
(10). La reactivacion de la via MAPK/ERK sigue siendo el mecanismo predominante de
resistencia. Ademas, se vio que la reactivacion de la via MAPK/ERK podia dar lugar al
desarrollo de neoplasias cutaneas secundarias debido al bloqueo de la via en células no
mutadas en BRAF.

La conclusion que se puede extraer es que la terapia combinada falla si mutaciones
singulares confieren resistencia cruzada (58). Por lo tanto, las nuevas estrategias terapéuticas
probablemente vayan a requerir una combinacion mas compleja de farmacos que vayan
dirigidos frente a varias vias de sefializacion independientes, ademas de MAPK/ERK y
PI3K/AKT, y que no tengan efectores de resistencia comunes (10).

4.3. miRNAs en la terapéutica del melanoma

Dado que tratar de vencer la reactivacion de la via MAPK/ERK dirigiendo la terapia
contra dos dianas en vez de una tampoco ha resultado exitoso, empieza a ser necesario el
estudio de otros mecanismos de resistencia relacionados no tanto con la mutacién, sino con la
reprogramacion de la dinamica de las vias de sefializacion. Ademas, en el 26% de las
muestras analizadas no es posible detectar ninguna mutacion (45), lo cual indica que hay
cambios epigenéticos o postranscripcionales que son responsables completamente de parte de

las resistencias (59).
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Un andlisis de muestras de melanoma y melanocitos mediante microarray revel6 que
existen 420 miRNAs controlados por la via de sefializacion MAPK/ERK (60). A medida que
se fueron identificando, los miRNAs se clasificaron en oncosupresores 0 tumorogeénicos,
generado asi una vision general de su funcion en el desarrollo de melanoma. Sin embargo,
hasta el afio 2016 nadie se preguntd si los miRNAs podian tener algun papel en el desarrollo
de resistencias frente a la terapia dirigida. Ese afio, Fattore et al identificaron a miR-579-3p,
un miRNA oncosupresor cuya subregulacion esta relacionada con la progresion del melanoma
metastasico, ya que bajos niveles de expresion de miR-579-3p se correlacionan con baja
superviencia y estos se van reduciendo a medida que la enfermedad avanza (59). No obstante,
la aportacion mas interesante de estos investigadores fue el establecimiento de la relacion
entre miR-579-3p y el desarrollo de resistencias a la terapia dirigida en melanoma BRAF

mutado.

Fattore et al vieron que existe una diferencia muy significativa entre los niveles de
miR-579-3p tanto en lineas celulares resistentes como en muestras de pacientes una vez
tratados con inhibidores de quinasa, y lineas celulares sensibles 0 muestras tumorales de
pacientes sin tratar, siendo mucho menores en el primer caso. La relacién fue consolidada con
la realizacion de ensyaos clonogénicos en lineas celulares WM266, que probaron cémo la
sobreexpresion de miR-579-3p es capaz de impedir el desarrollo de resistencias a
vemurafenib (iBRAF) (Ver Figura 5A). También vieron que dicha sobreexpresion es capaz de
potenciar la inhibicion por trametinib (iIMEK) en células de melanoma iBRAF-resistentes
(WM266R) (Ver Figura 5B):
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Por otro lado, Fattore et al también descubrieron que miR-579-3p es capaz de afectar
simultdneamente dos vias requeridas por las células de melanoma BRAF mutadas para
proliferar: BRAF/MAPK y MDM2/p53, y se piensa que su gran capacidad para producir

arresto celular y apoptosis es debida precisamente a su interferencia con ambas.
Una vez obtenidos estos resultados, decidieron crear un modelo que los aunara:

1. Melanocitos normales: la elevada expresion de miR-579-3p regula y mantiene los

niveles de BRAF y MDM2, y con ello controla la proliferacion celular.

2. Células de melanoma BRAF mutado sensibles: los niveles de miR-579-3p se
encuentran disminuidos y esto permite el crecimiento de las células de melanoma por
la pérdida del feedback negativo, que conduce a una elevacion de los niveles de BRAF
y MDM2.

3. Células de melanoma BRAF mutado resistentes: los niveles de miR-579-3p estan
aun mas disminuidos, y esto da lugar a la pérdida completa del feedback negativo, que
da lugar a mayores niveles de BRAF y MDM2. En consecuencia, se produce un
crecimiento celular completamente descontrolado y un aumento de la migracion

celular y metastasis.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.
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Figura 6. miR-579-3p is down-regulated in melanoma patients who developed resistance to target therapies

Por ultimo, faltaria por determinar el mecanismo de control de los niveles de expresion de
miR-579-3p, y cdmo este es modificado durante el desarrollo de melanoma y de la resistencia

a la terapia dirigida. A fecha de hoy, todo apunta a que miR-579-3p esta regulado por factores
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de transcripcion cuya expresion esta alterada durante el desarrollo de las resistencias (59). En
este sentido, el factor de transcripcion MITF, un importante regulador del desarrollo de
melanoma, puede jugar un papel clave (59). Estudios recientes han correlacionado la pérdida
de la expresion de MITF con el desarrollo de las resistencias (61). miR-579-3p es un miRNA
intronico y se encuentra localizado en el intron 11 del gen humano ZFR, por lo que
probablemente sea coexpresado con su gen hospedador (62). Lo que une estos hechos es que
parece que ZFR es diana de MITF, ya que su promotor tiene sitios de union para él. Teniendo
esto en cuenta, se baraja la hipdtesis de que la subregulacion de MITF durante el desarrollo de
la resistencia sea responsable de la disminucion en la expresion de miR-579-3p (59).

Por tanto, el potencial terapéutico de miR-579-3p tiene dos vertientes. La primera,
como tratamiento per sé, no parece que vaya a tener mucha relevancia clinica, ya que a pesar
de su papel oncosupresor, su sobreexpresion tiene un efecto moderado en el crecimiento
celular. Sin emabrgo, su otra vertiente como complemento de la terapia combinada podria dar
lugar a un control més prolongado de la enfermedad debido a su capacidad para impedir el
desarrollo de resistencias, y esto si podria ofrecer resultados estadistica y clinicamente

significativos en los pacientes con melanoma BRAF mutado.

Por ultimo, sefialar que miR-579-3p también podria ser utilizado como biomarcador
en sangre para predecir la respuesta a la terapia o el desarrollo de resistencias (63), ya que los
miRNAs son muy estables en plasma porque viajan empaguetados en exosomas o asociados

a RNA-binding proteins, que previenen su degradacion (64).
5. CONCLUSIONES

1. La desregulacion de la via MAPK/ERK en melanoma ocasiona alteraciones en el
perfil de expresion de miRNAs, y viceversa, y cuando se restablece el patrén normal

de expresion se produce una regresion en el fenotipo maligno.

2. El 50% de los pacientes tratados con terapia dirigida combinada, la estrategia
terapéutica que se utiliza en la actualidad en melanoma metastasico BRAF mutado,
continuan desarrollando farmacorresistencias, por lo que es necesaria la busqueda de

nuevas combinaciones que venzan o eviten la aparicién de las mismas.

3. La recuperacion del perfil de miRNAs mediante moléculas miméticas potencia el
efecto inhibitorio de la via MAPK/ERK con la terapia dirigida (tanto monoterapia

como terapia combinada) y podria impedir el desarrollo de farmacorresistencias.
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