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Resumen

Los miRNAs son moléculas enddgenas presentes en la mayoria de los organismos vivos y que
conforman un sistema de regulacidon post transcripcional de la expresidon génica. Se han
descrito alteraciones especificas en la expresiéon de miRNAs en una gran mayoria de
patologias, tanto agudas como crdnicas. Sin embargo, el resultado global de dichas
alteraciones es dificilmente predecible por lo complejo de su mecanismo de accién. El objetivo
del presente trabajo es describir el papel que presentan los miRNAs en la fisiopatologia,
diagndstico y tratamiento del carcinoma hepatocelular. Como miRNAs especialmente
implicados destacan, entre otros, miR-122 como molécula especifica hepatica y alterada en
cancer, let-7 como familia de miRNAs implicada en cdncer, entre otros procesos, miR-155
como molécula de caracter inflamatorio y miR-21 como molécula implicada en diferentes
tipos de cancer. Los procesos de fibrosis, hepatitis viricas o metdastasis de carcinoma
colorrectal favorecen el desarrollo de carcinoma hepatocelular y los miRNAs estan implicados
en su regulacién. Los miRNAs tienen una funcién relevante en el inicio y el desarrollo del
carcinoma hepatocelular y se plantean como una posible alternativa adecuada para el

diagnéstico y el tratamiento del mismo.

Palabras clave: Cancer, higado, miRNAs, biomarcadores,

Abstract

miRNAs are endogenous molecules which are present in almost all kind of organisms and form
a genetic expression post transcriptional regulation system. Specific alterations of miRNA
expression have been shown in many chronic and acute pathologies. However, the overall
result of any alteration is hardly predictable due to the complexity of their mechanism of
action. The aim of the present study was to describe the role that miRNAs play in
pathophysiology, diagnosis and treatment of hepatocellular carcinoma. As mainly implicated
miRNAs we can mention, among others, miR-122 as a liver-specific molecule and altered in
cancer, let-7 as a miRNA family implciated in cancer between other pathologies, miR-155 as
an inflammatory marker and miR-21 as a molecule that plays a role in different cancer types.
Processes as fibrosis, viral hepatitis or colorrectal carcinoma metastasis promote

hepatocellular carcinoma developement and miRNAs are implicated in its regulation. Thus,
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miRNAs play a key role in start and development of hepatocellular carcinoma and they may

seem to be an adecuate alternative for its diagnosis and treatment.

Key words: Cancer, liver, miRNA, biomarker

1 Introduccion

Los miRNAS son moléculas enddgenas de acido ribonucleico no codificantes de unos 23
nucledtidos, que tienen un papel de gran importancia en la regulacion génica en animales y
plantas, y que, actuan uniéndose de manera especifica a moléculas de ARN mensajero
codificante para proteinas por complementariedad de bases nitrogenadas, dirigiendo asi un
tipo de represién post transcripcional.

Los miRNAs fueron descritos por primera vez en el afo 1993 como resultado de una
exhaustiva investigacién sobre el gen lin-4 de Caenorhabditis elegans, tras esclarecerse que
su funcién no era la de codificar la sintesis de proteinas, pese a ser un gen determinante y
esencial en el desarrollo de dicho organismo. Posteriormente, se describié que existia una
secuencia nucleotidica complementaria al gen /in-4 en el gen lin-14, descubrimiento, a partir
del cual, se planted la posibilidad de una regulacion de la expresidn génica a nivel del proceso
de traduccion.

Los genes, anteriormente mencionados, tienen un papel fundamental en el desarrollo
larvario/embrionario del organismo en el que fueron descritos, y una alteracién en la
expresion, tanto de los genes como de los miRNAs, llevaban a un desarrollo incompleto o
alterado.

Ademas, posteriormente, estas moléculas fueron descritas en otros organismos tales como
animales, plantas, algas verdes o incluso virus. A medida que crecia el conocimiento sobre
esta familia de moléculas, la importancia de los miRNAs en el desarrollo y funcionamiento de
los organismos fue quedando patente, y la comunidad cientifica adquirié conciencia del
potencial que suponia para comprender aspectos fundamentales en Biologia Molecular, asi
como, incluso posibles aplicaciones en diagndstico o tratamiento de ciertas patologias.

Los miRNAs parecen ser los principales responsables de la “regulacion fina” de la expresiéon
génica, implicada en el desarrollo y la homeostasis tisular (1). Ademds, estudios
computacionales han estimado que los miRNAs podrian regular la expresion de hasta un 60%
de los genes codificantes para proteinas en humanos (2). En este contexto, los miRNAs ejercen
un estrecho control de la replicacion celular, por lo que, se planted su posible papel en
patologias provocadas por un control deficitario del ciclo celular, entre ellas el cancer.

Desde su descubrimiento, en la ultima década del pasado siglo, el conocimiento sobre estas
moléculas ha crecido exponencialmente, y, ademas de la regulacion del desarrollo y control
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del ciclo celular, se ha descrito su papel en procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos de vital
importancia tales como la inflamacioén, la apoptosis y la comunicacién intercelular en general.

Se han descrito alteraciones especificas en la expresion de miRNAs en una gran mayoria de
patologias, tanto agudas como crénicas. En el caso concreto del higado, se ha demostrado que
pueden ejercer casi todo tipo de papeles, teniendo efectos pro o anti-inflamatorios, asi como
pro o anti-fibréticos. Incluso, se ha mostrado su posible papel como oncogenes o genes
supresores de tumores (3).

Sin embargo, a medida que se profundiza en el papel individual de cada uno de los miRNAs
descritos, puede comprobarse que, el mecanismo global de regulacion génica mediada por
este sistema es extraordinariamente complejo, pudiendo actuar cada miRNA tanto positiva
como negativamente sobre la expresion de varias proteinas, que a su vez, pueden ser
reguladas por varios miRNAs cada una, y que, a su vez, pueden formar parte de vias de
sefializacion que regulan varios procesos simultaneamente.

Por tanto, a la hora de describir estos procesos, es necesario describir de manera
pormenorizada cada uno de los miRNAs y su accidn concreta en cada situacion, sobre cada
diana, y las posibles consecuencias de su alteracion.

2 Objetivo

El objetivo del presente trabajo es describir el papel que presentan los miRNAs en la
fisiopatologia, diagndstico y tratamiento del carcinoma hepatocelular.

Para ello, se profundizara en la biogénesis y mecanismo de accién de estas moléculas en el
contexto de un sistema propio de regulacién génica, para, posteriormente, analizar de manera
individual algunos de los miRNAs, cuya funcion o alteracién haya demostrado tener una
importancia relevante en la patologia de estudio, asi como, la funcién que desempefian estas
moléculas en las situaciones fisiopatolégicas que se relacionan con el desarrollo de la
patologia.

3 Material y métodos

Este trabajo se basa en una revisidn bibliografica realizada en el afio 2019 en la base de datos
Pubmed, usando como referencias tanto revisiones cientificas como trabajos experimentales.

Las citas empleadas en la redaccién del trabajo fueron seleccionadas preferentemente en
funcién de la fecha de publicacién, priorizando la seleccién de los articulos mas recientes.

Algunos de los términos empleados en la busqueda fueron “liver cancer”, “miRNA”, asi como
los nombres individuales de cada una de las moléculas descritas posteriormente.
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4 Resultados y discusion

4.1 Biogénesis
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Fig. 1. Esquema del mecanismo candnico de biogénesis de los miRNAs. Ref: (4)

Los miRNAs se transcriben de manera individual o bien en grupos denominados clusters,
incluso dentro de secuencias intrdnicas de ciertos genes, en forma de un precursor
denominado pri-miRNA. Los pri-miRNA son procesados posteriormente, aun en el nucleo, por
un complejo proteico denominado microprocesador, que libera una secuencia de nucledtidos

enrollada en forma de horquilla denominada pre-miRNA.

El microprocesador se compone de diversas proteinas asociadas tanto estructural como
funcionalmente: DROSHA, una RNAsa de tipo lll, la region critica 8 DiGeorge de la proteina de
unién a RNA de doble hélice (dsRBP, por sus siglas en inglés), conocida como DGCR8, ademas
de otras proteinas auxiliares cuya funcién adn no ha sido completamente esclarecida.
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Las horquillas de pre-miRNA son exportadas al citoplasma mediante una proteina de
membrana denominada exportina 5 (Exp5), donde otra RNAsa de tipo Ill conocida como Dicer
realiza un nuevo procesamiento, en colaboracién con otra dsRBP, la proteina de unién a RNA
de trans-activacién adaptable (TRBP, 6 TRBP2).

Como resultado de este nuevo corte en la horquilla, se liberan dos secuencias
complementarias de nucleétidos: una de ellas constituye la secuencia del miRNA maduroy la
otra se conoce como secuencia guia, que queda libre en el citoplasma. Ambos sentidos de
expresion pueden tener funcion bioldgica, incluso diferente entre ellos.

Finalmente, en un proceso denominado carga de RISC, la secuencia madura del miRNA se
asocia a una proteina de la familia Argonauta (AGO), para formar el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC).

A pesar de que esta es la via mejor descrita de biogénesis de miRNAs, se ha demostrado que
existen mecanismos alternativos que permiten su sintesis en organismos en los que se ha
bloqueado esta via mediante ingenieria genética (4).

4.2 miRNAs como biomarcadores para cribado no-invasivo.

El estudio genético durante el diagndstico del cancer es una técnica relativamente rutinaria.
Sin embargo, las muestras necesarias para realizar un estudio genético de las células
tumorales requerian un método de obtencién invasivo (biopsia), y su estabilidad estaba
comprometida, siendo altamente sensibles al almacenamiento a temperatura ambiente, y
requiriendo tratamientos complejos previos al andlisis.

A pesar de ello, la irrupcion de los miRNAs y la descripcion de sus alteraciones en tejidos
tumorales ha supuesto una revolucion en cuanto al diagndstico diferencial de tumores. En
primer lugar, la presencia de exosomas/microvesiculas que transportan miRNAs en fluidos
corporales, permite una obtencién de muestras no invasiva que se postula como una opcion
idonea para el cribado.

Hasta el momento, se han descrito 4 formas de presentacion de miRNAs extracelulares: (a)
encapsulados en exosomas, (b) formando un complejo con la proteina Argonauta2 (Ago2), (c)
unidas a lipoproteinas de alta densidad (HDL) o (d) unidas a la proteina de unién de RNA
“nucleophosmin (NMP1)”. Sin embargo, no existe evidencia para negar la existencia de otras
formas en las que los miRNAs puedan encontrarse en medios extracelulares como fluidos
bioldgicos. Ademas, se ha planteado la posibilidad de que estas moléculas puedan liberarse
de manera pasiva de las células rotas, debido a dafio tisular, inflamacién crénica, apoptosis o
necrosis. (5)

Las caracteristicas de dichas estructuras les confieren una resistencia especial a condiciones
ambientales menos favorables: se ha demostrado su estabilidad durante periodos razonables
de almacenamiento a temperatura ambiente y pHs no fisiolégicos, ademds de ciclos de
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congelacion-descongelacidn repetidos, lo que permite un tratamiento mas cémodo de las
muestras.

La firma de miRNAs se ha propuesto como una via adecuada para identificar el linaje celular
del que proceden las células cancerosas. Este hecho puede tener una gran relevancia a la hora
de clasificar ciertos tipos de neoplasias con manifestaciones similares (por ejemplo, ciertos
tipos de leucemia), ademas de poder diferenciar si una masa tumoral supone la lesién primaria
o bien una metastasis.

Ademas de las alteraciones en la via de sintesis y de la regulacion de la expresién individual
de miRNAs que modifican las concentraciones de cada especie, en ciertos tipos de cancer se
han descrito alteraciones genéticas que alteran la funcidon de los mismos, entre ellas
mutaciones puntuales o deleciones en 3'UTR (6)

Por otra parte, aunque los miRNAs circulantes en fluidos han sido estudiados
preferentemente en plasma, su presencia es significativa también en otros fluidos corporales
mas accesibles, incluyendo saliva u orina, lo que permite una toma de muestras ain mas
comoda para el paciente.

Ademas, existen circunstancias fisioldgicas que generan un debate relevante en cuanto a este
potencial papel diagndstico de los miRNAs: la presencia de RNAsas en fluidos genera
interrogantes sobre si los niveles de miRNAs que pueden ser analizados tras la extraccién de
muestras son realmente representativos de los niveles fisioldgicos de los mismos.

El perfil de miRNAs circulantes supone una respuesta extraordinariamente rdpida a diferentes
estimulos. En principio, este hecho podria resultar muy positivo por la posibilidad de una
deteccidon muy temprana de diferentes patologias o estadios. Sin embargo, los cambios
resultan tan rapidos que respuestas de estrés o incluso traumas relacionados con la misma
toma de muestras podrian alterar el perfil, interfiriendo con la medida y posterior
interpretacion.

La especificidad mostrada en el analisis de perfiles de miRNA supone un importante avance
frente a las posibilidades actuales basadas en la medicién de marcadores tumorales cuya
especificidad y sensibilidad son limitadas.(5)

En cuanto al potencial papel de los miRNAs en el planteamiento de terapias alternativas para
el cancer, se postulé como una opcidn posible tras la descripcion de las alteraciones ciertos
miRNAs en tumores, y sus funciones. Las primeras opciones supusieron la inoculaciéon de
secuencias de nucledtidos complementarias a ciertos miRNAs que se habian detectado como
sobreexpresados, de manera que sirvieran como reservorio para los mismos y atenuar la
elevacion en sus niveles, limitando, de esta manera, su actividad.

Sorprendentemente, después de este planteamiento, se describieron estructuras fisioldgicas
con esta misma funcion, lo que parece avalar esta propuesta.

En 2014 comenzd un ensayo clinico (MRX34), en el que se empleaba el miRNA miR-34a,
descrito previamente como supresor tumoral, vehiculizado en nanoparticulas, con el fin de
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emular su accion fisioldgica. En el ensayo se estudié su seguridad, obteniéndose un perfil
positivo, pero su efectividad auin no ha sido evaluada (7)

La concentracién de miRNAs circulantes en plasma es suficiente para que no se requieran
técnicas de concentracidn para su deteccién y andlisis. Sin embargo, las muestras si requieren
ciertos tratamientos previos al analisis: la secrecion de estas moléculas por parte de las
plaguetas es suficientemente elevada como para poder interferir en sus perfiles. por tanto, el
procesamiento de muestras requiere la centrifugacion temprana para eliminar las plaquetas.

Diversos estudios han concluido que los perfiles de miRNAs en pacientes sanos se mantienen
constantes, por lo que seria posible establecer un nivel basal con el que poder comparar otras
muestras para detectar posibles patologias. Sin embargo, existe cierta controversia sobre los
criterios de seleccién de estos estudios.

Ademas, se ha demostrado que el perfil de expresién de miRNAs es suficientemente sensible
como para variar en respuesta a patologias como la diabetes, o durante fases no sintomaticas
de otras patologias, incluso en respuesta a la contaminacién ambiental. A todo esto se suma
la falta de estudios sobre la afectacién del perfil de miRNAs circulantes en respuesta a
situaciones fisiopatoldgicas tan comunes como son las infecciones.

Se ha planteado que la alteracién en los niveles circulantes de miRNAs asociada al desarrollo
del cancer podria ser consecuencia de la propia fisiopatologia del proceso, como forma de
comunicacion entre tejidos.

4.3 miRNAs de interés en carcinoma hepatocelular

Si bien es cierto que el sistema de regulaciéon conformado por las interacciones de los miRNAs
entre siy con los mRNAs proteinogénicos es extraordinariamente complejo y actualmente no
se ha descrito en profundidad, también lo es que ciertas moléculas han sido estudiadas mas
exhaustivamente y sus funciones han sido descritas con mayor detalle, lo que permite
profundizar de una manera moderada y razonable en sus funciones y su posibles papeles en
las patologias en las que parecen estar implicados.

En los siguientes apartados se realiza un analisis centrado en algunos de los miRNAs cuya
implicacion en el desarrollo del carcinoma hepatocelular presenta una mayor evidencia
cientifica. La informacién disponible de cada uno se abordara individualmente con el fin de
obtener la informacién mas basica posible sobre cada uno de ellos, a pesar de que la evidencia
apunta a que cada una de las funciones descritas podrian ser el resultado de una interaccion
compleja de un elevado nimero de miRNAs diferentes.

431 miR-122



Su expresion supone alrededor del 70% de la expresion global de miRNAs en el higado. Su
concentracion instantanea puede ser variable, dado que su expresién parece seguir un ritmo
circadiano, aunque sus niveles absolutos se mantienen estables.

Sus funciones mejor descritas son las implicadas en la regulacién de los niveles de colesterol
sérico, asi como la homeostasis del hierro. Sin embargo, a pesar de que se han descrito algunas
dianas especificas reguladas por esta molécula, los mecanismos no han sido completamente
esclarecidos. (8)

La experimentacion si parece ser consistente cuando se estudia el comportamiento de este
miRNA en hepatocarcinoma, reflejdndose siempre un descenso en sus niveles acompanando
al desarrollo de la patologia. En este sentido, este miRNA actuaria como supresor de tumores,
siendo ademads el prondstico del tumor, peor cuanto menores son los niveles de esta
molécula.

Estudios in vitro parecen indicar que miR-122 podria estar implicado implicado en la
resistencia a tratamientos para el carcinoma hepatocelular, a través de mecanismos
complejos (9).

La progresion del tumor requiere la generacidon de biomasa a través de la via de las pentosas
fosfato, cuya enzima limitante, la Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, ha resultado ser una
diana directa del miR-122, lo que contribuiria, al menos en parte, a la proliferacién del tejido
tumoral a través de este mecanismo (10).

También parece tener una importancia especial el papel que juega miR-122 en la regulacién
del ciclo celular a través de la ciclina G1, una diana directa del mismo. Mediante esta
interaccion, los niveles de ciclina G1 descienden en la célula, lo que parece paralizar el ciclo
celular. Por el contrario, con el desarrollo de HCC, niveles elevados de esta proteina han
demostrado traducirse en una mayor tasa de crecimiento de las células cancerosas (11).

miR-122 también ha demostrado ser un factor necesario para la replicacién del virus de la
hepatitis C, causante directo de carcinoma hepatocelular (8).

432 let-7

let-7 es una familia de miRNAs de secuencia muy conservada entre especies que ha mostrado
jugar un papel muy importante en la modulacién de procesos cancerosos. La implicacion de
la expresion de los miRNAs que componen esta familia ha sido previamente descrita, de
manera que mutaciones puntuales en regiones promotoras de la expresiéon de estas
secuencias parece asociarse con diferentes prondsticos y supervivencias en varios tipos de
cancer (12), incluyendo el cancer hepatico (13).

Esta familia de miRNA tiene como dianas algunas proteinas fundamentales en la regulacién
del ciclo celular y otros procesos celulares de vital importancia, entre ellas Ras, Bcl-xl, MAPK,
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c-Myc, ciclina D1 y otros oncogenes, ademas de regular la via Wnt/beta-catenina implicados
en HCC (14).

La expresion de los miRNAs de la familia let-7 esta sometida a un especial control por parte
de la proteina Lin28, que es capaz de inhibir la biosintesis de estos miRNAs al menos a tres
niveles: inhibiendo el procesamiento por Drosha, Dicer, o bien degradacién previa uridilacién
del pre-miRNA. A su vez, la expresion de Lin28 esta epigenéticamente regulada por parte de
miR-125, un miRNA que ha demostrado tener un importante papel en proliferacién celular,
metastasis, apoptosis, inmunidad y diferenciacion celular (15).

Nucleus
miR-12

> yROSHA - O
> |

pre-let-7 7? L

pre-let-7 &

Degradation

Cytoplasm ﬁ RISC+et-7

GENE EFFECTS

Fig. 2 .Esquema del sistema de regulacién de la expresion de los miRNAs de la familia let-7 por parte de Lin28 y
miR-125. Ref:(15)

A pesar de que los niveles fisioldgicos de los miRNAs que conforman esta familia son muy
variables a lo largo del desarrollo del organismo, su control resulta fundamental porque
alteraciones permanentes en su expresion aumentan sensiblemente el riesgo de
malignizacion del tejido (16).

Los miRNA miembros de la familia let-7 han demostrado poder actuar bien como oncogenes
0 genes supresores de tumores, estando en unos casos aumentados sus niveles y en otros
disminuidos en tejidos cancerosos en comparacion con el tejido sano. Ademas, diferentes
perfiles de expresion parecen corresponderse con diferentes evoluciones de la patologia (17).

El papel potencial que podria desempefar esta familia de miRNAs en el desarrollo y
mantenimiento del carcinoma hepatocelular parece ser bastante importante, actuando a nivel
de procesos tan importantes como la regulacién del ciclo celular o la autofagia. Ademas,
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destaca también el papel regulador que presenta Lin-28. que regula globalmente la expresidn
de todos los miembros de la familia y cuyas alteraciones parecen tener un impacto
significativo sobre el desarrollo de la patologia (15).

4.3.3 miR-155

miR-155 es una molécula cuya expresién se relaciona con estados de inflamacidn, lo que le
confiere una importancia especial en la progresidon de diferentes patologias hepaticas hasta
concluir en carcinoma hepatocelular.

En hepatocitos, se ha descrito que miR-155 puede unirse a los ligandos de los receptores tipo
Toll-like, interfiriendo en el proceso de inflamacién mediada por este tipo de receptores (18)

Ademas, se ha descrito una regulacién aberrante de esta molécula en diferentes tipos de
cancer. se han descrito sobre expresiones de mir-155 en linfoma de células B asociadas al virus
de Eppstein-barr, patologias asociadas al virus asociado al sarcoma de Kaposi, leucemia
linfocitica cronica de células B o cancer de mama. En todas ellas, mir-22 se encuentra
sobrerregulado y un descenso en sus niveles parece asociarse a un mejor prondstico. (19)

En cuanto a su papel en el carcinoma hepatocelular, mir-155 parece comportarse como un
oncomiR al ejercer una accidn oncogénica. FoxO3a es un factor de transcripcién cuya funcién
antioncogénica ha sido ampliamente comprobada, desencadenando una cascada de
sefializacion que tiene una finalidad pro-apoptdtica en células alteradas. FoxO3a ha
demostrado ser una diana de miR-155, que a su vez se ha mostrado consistentemente elevado
en diferentes lineas de carcinoma hepatocelular. Los niveles elevados de miR-155 presentes
en el tejido tumoral disminuyen la actividad de FoxO3a, con lo que se bloquea la cascada pro-
apoptética y, con ello, se permite la proliferacidén celular, asocidandose a un peor prondstico
en patologias cancerosas (20).

Ademas, también ha sido demostrado que la sobreexpresién de miR-155 genera un ambiente
propicio para el mantenimiento y auto-renovacion de células madre cancerosas (cancer stem
cells, CSC) en carcinoma hepatocelular, mediante, al menos, la regulaciéon a la baja de la
expresion de TP53INP1, una diana directa de miR-155 que actua sobre P53, bloqueando su
accién e inhibiendo la apoptosis y una importante via de regulacién del ciclo celular (21).

434 miR-21

miR-21 ha demostrado estimular la proliferacién y migracién de diferentes tipos de células
tumorales, como glioma o cdncer gastrico, y también ha demostrado encontrarse en niveles
elevados en carcinoma hepatocelular comparado con tejido sano. en cuanto a su papel en la
patologia, se ha demostrado que actlan a nivel de la proteina PTEN, con lo que un descenso
en sus niveles conduce a un arresto del ciclo celular a nivel de G2/M, con lo que disminuyen
la proliferacion y migracion celular (22).
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La inhibicion de PTEN por parte de miR-21 también tiene efectos importantes en la apoptosis.
en un estudio diferencial entre las dos cadenas que conforman miR-21, se demostré que un
descenso en los niveles de miR-21-3p fue capaz de aumentar la sensibilidad de las células
madre de cancer hepatico aumentando la sensibilidad a la apoptosis por aumentar los niveles
del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL, por sus siglas en inglés),
regulado a través de la via PI3K/Bad/Akt, actuando a nivel de PTEN (23).

4.4 Progresion cancerosa

El desarrollo del carcinoma hepatocelular habitualmente es consecuencia de una agresion
continuada al tejido hepatico, de la que deriva una respuesta inflamatoria crénica, un
desbalance en la apoptosis, una respuesta inmune alterada, alteraciones metabdlicas y
depdsito de fibras de coldgeno (fibrosis). se han descrito cambios en el perfil de miRNAs como
consecuencia del desarrollo de patologias hepaticas en comparacién con el tejido sano (24).

4.4.1 Hepatitis

La inflamacidn crdénica es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de HCC,
y una de las causas principales de inflamacidon hepatica crénica son las infecciones viricas
(hepatitis). Los virus de las hepatitis B y C (HBV y HCV) han sido directamente relacionados
con el desarrollo de cancer, segin mecanismos muy complejos de los cuales actualmente
siguen conociéndose detalles. Recientemente se ha comenzado a describir el papel vital que
juegan los miRNAs tanto en el desarrollo de la propia patologia como en la modulacién de Ia
inflamacidn asociada y el riesgo de progresién o malignizacidn.

El virus de la hepatitis B (HBV) es un virus DNA perteneciente a la familia Hepadnaviridae. Este
virus se considera una causa directa de carcinoma hepatocelular, y los mecanismos descritos
gue pueden conducir a esta patologia son directos. En primer lugar, el genoma del virus se
integra directamente en los cromosomas de las células infectadas, alterando el material
genético y su expresion y pudiendo provocar mutaciones. Ademas, la replicacion viral
necesariamente resulta en una alteracion en la regulacion del ciclo celular, por lo que puede
producirse un desequilibrio entre la expresidon de oncogenes y genes supresores de tumores.
Todo ello va acompanado de los mecanismos indirectos basados en la inflamacidn crénica del
higado que supone la presencia del virus, que conduce a la malignizacion del tejido previa
fibrosis y cirrosis (25).

Tras la secuenciacién y estudio pormenorizado del genoma del virus, se ha llegado a la
conclusién de que ademas de las proteinas necesarias para la supervivencia y replicacion del
mismo, contiene material genético que codifica para una proteina con unas propiedades tales
gue han llevado a clasificar el gen que contiene su secuencia como un oncogen viral. Esta
proteina se conoce como la proteina X del virus de la hepatitis B (HBV X protein, HBx). Esta
proteina regula la replicacion viral ademas de numerosos procesos moleculares de la célula
hospedadora, tales como el ciclo celular, inmunidad, apoptosis o adhesion, relacionandose
directamente con efectos oncogénicos.
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Los miRNAs también han demostrado jugar un papel clave durante la infeccién por HBV.
Concretamente, miR-122 parece estar directamente relacionado con la replicacion viral y la
tumorogénesis, dadas las caracteristicas observadas en cuanto a su patrén diferencial de
expresion en tejido sano comparado con canceroso, y sus importantes funciones descritas
como gen supresor de tumores, descritas anteriormente. Sin embargo, existen otros
microRNAs implicados directamente en este proceso, entre ellos miembros de la familia let-
7, miR-221, miR-101 o miR-152 (26).

Ademas de la alteracidon en la expresién de los miRNAs en el organismo hospedador y sus
subsecuentes efectos, recientemente ha sido descrita la presencia de este tipo de moléculas
como parte del propio genoma del virus, actuando mediante mecanismos semejantes a los de
sus homoélogos humanos y con importantes funciones. De esta manera, HBV-miR-3 parece
tener como dianas los genes del propio virus, moderando su expresion y limitando asi su
replicacion y, por tanto, el dafio causado a la célula hospedadora (27).

El virus de la hepatitis C, HCV, es un virus RNA monocatenario perteneciente a la familia
Flaviviridae. La intervencidn de los miRNAs en la regulacion de la replicacién del HCV ha sido
extensamente estudiada. La cadena de RNA que compone el genoma del virus puede ser
directamente reprimida por parte de miRNAs endégenos, aunque paraddjicamente parece ser
aun mas importante el papel positivo que tiene sobre la replicacién miR-122, estableciendo
en este caso una unidn cooperativa que favorece la replicaciéon viral por estabilizacién de la
molécula que compone el genoma virico (28).

El papel de miR-155 en la inflamacién lo relaciona directamente con la patogénesis de HCV,
de manera que la infeccion ha demostrado aumentar los niveles de esta molécula tanto in
vitro como in vivo, y parece que este incremento parece favorecer la replicacién del virus. Los
niveles de miR-21 también aumentan durante la infeccién por HCV, lo que ha demostrado
relacionarse con una represion de la liberacidon de IFN de tipo | y, por tanto, una mayor
progresién de la infecciéon, ademds de relacionarse con otras formas de dafo hepdtico
derivadas de la infeccién, como la fibrosis (29).

4.4.2 Fibrosis

La fibrosis hepatica es una situacion patoldgica que se desencadena en el tejido hepatico como
respuesta a agresiones continuadas, entre ellas la inflamacién, y que consiste en la formacién
y depdsito de componentes proteicos de la matriz extracelular, formando tejido cicatrizal no
funcional. Si las agresiones al tejido continuan, la fibrosis puede evolucionar a cirrosis, en la
cual la funcionalidad de las células hepaticas queda comprometida y la perfusién se reduce.
Finalmente, la cirrosis puede evolucionar a carcinoma hepatocelular.

La formacién de componentes de la matriz extracelular que provoca la fibrosis tiene lugar por

parte de un tipo de células denominadas miofibroblastos. A pesar de que recientemente se
ha descrito que este tipo de células puede formarse como consecuencia de la diferenciaciéon
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de diversos tipos de células, aln se considera que los principales precursores son las células
estrelladas hepaticas (30).

Las células estrelladas hepdticas son un tipo de células presentes en el higado de manera
fisioldgica, que presentan como caracteristica principal la presencia de vesiculas grasas en su
interior con un alto contenido en vitamina A. como respuesta a diferentes estimulos
inflamatorios, las células estrelladas comienzan la diferenciacién a miofibroblastos, pierden
sus vesiculas grasas y comienzan a secretar coldgeno de tipo | y lll, ademds de otros
componentes de la matriz extracelular (31).

Como en el resto de patologias hepaticas, el papel de los miRNAs en la fibrosis hepatica ha
sido estudiado, obteniéndose patrones diferenciales comparando tejido sano con tejido
patolégico. En este contexto, se han conseguido identificar secuencias que favorecen la
fibrosis y otras que la inhiben, mediante diferentes mecanismos.

Entre ellos, el papel de miR-21 en la fibrosis ha sido descrito en la inhibicién de la activacion
de las células estrelladas hepaticas y reprimiendo la expresion del factor de crecimiento
transformante beta. Esta molécula es sintetizada fundamentalmente por las mismas células
estrelladas y tiene como funcién principal la estimulacién de la produccién de colageno y otros
componentes de la matriz extracelular, ademads de inhibir la producciéon de moléculas que
degradan esta matriz, como metaloproteasas. Ademas de todo ello, una elevacién en los
niveles del factor de crecimiento transformante parecen relacionarse con una induccién de la
apoptosis en hepatocitos, lo que se relaciona con una pérdida de tejido y aumento del dafio
hepatico (32).

La regulacion parece ser compleja y otros miRNAs estan implicados. Por ejemplo, miR-19a
parece tener un papel antifibrético actuando de una manera similar a miR-21 a nivel de TGF
beta y la activacion de las células estrelladas. En contraste, otros miRNAs como miR-221/222
parece tener un papel pro fibrético, puesto que sus niveles se encuentran elevados en el tejido
fibrético y en células estrelladas activadas (33).

4.4.3 Metastasis de cancer colorrectal

El higado es el 6rgano al que mas frecuentemente se dirige la metastasis del cancer
colorrectal, debido a que los vasos sanguineos que irrigan la zona afectada derivan
directamente en el sistema portal. Una parte importante del cdncer hepatico estd constituido
por este tipo de metastasis, por lo que resulta crucial poder discriminar si un tumor hepatico
es primario o una metdstasis de otro proceso tumoral porque los requerimientos en cuanto a
tratamiento son completamente diferentes.

El cancer colorrectal es uno de los mas prevalentes a nivel mundial y presenta una elevada
morbimortalidad, especialmente en estadios avanzados como es el caso en el que se ha
producido un proceso de metastasis. El tratamiento de eleccién en este caso precisa
necesariamente una reseccion quirurgica del tejido malignizado, que podria evitarse si la
patologia es tratada en estadios anteriores.
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La expresion de miRNAs ha demostrado alterarse, ademas de en procesos tumorales con
respecto a tejido sano, entre tejidos tumorales de diferentes tipos entre si. De esta manera,
la expresidon de miRNAs asociada a un proceso tumoral podria permitir distinguir la fuente del
tumor primario y, por tanto, diferenciar la procedencia de un tumor hepdtico. Por otra parte,
se ha planteado la posibilidad de que la alteracidn en la expresidn de estas moléculas pueda
intervenir activamente en el proceso de metastasis.

Este proceso parece ser extraordinariamente complejo, de forma que se requieren
alteraciones en la expresién de varias proteinas simultaneamente, siendo reprimidas cada una
de ellas por varios miRNAs a la vez, para poder observar un efecto relevante (34).

Por ello, la descripcion del perfil de expresion de miRNAs tanto tisulares como circulantes
podria ser de gran ayuda en el diagndstico diferencial tanto de las patologias como de sus
estadios, ademas de ayudar potencialmente a prever el riesgo de metastasis.

miR-21, ademas de encontrarse en niveles elevados en HCC, como se ha expuesto de manera
extensa anteriormente, ha demostrado también presentar expresiones elevadas en tejido
tumoral colorrectal. Ademds de su implicacion en la tumorogénesis, parece tener importancia
en el proceso de metdstasis a través de la inhibicién de la expresidn de la proteina de muerte
celular programada 4 (programmed cell death 4, PDCD4), que se relaciona de manera negativa
con la malignizacién celular y la capacidad invasiva de las mismas (35).

Los niveles en suero de miR-200 y miR-141 han demostrado encontrarse elevados en
pacientes con cancer colorrectal e intervenir en el proceso de metastasis hepdtica. Estos
miRNAs parecen afectar a nivel de la transicidn epitelial-mesenquimal por actuacién sobre E-
cadherina, ademas de inhibir la apoptosis (36).

mTOR es una serin/treonin proteinquinasa con implicaciones de gran importancia en la
sefalizacion celular, formando parte de la ruta PI3K-Akt-mTOR. Entre sus funciones, esta
proteina estimula la reproduccion celular y, por ello, se considera un proto-oncogen. Ademas
de encontrarse sus niveles elevados en tejidos tumorales de diversas localizaciones, también
se ha descrito que sus niveles estan elevados en tejido metastdsico comparado con el tumor
de origen. miRNA-99b-5p ha demostrado inhibir el proceso de metdstasis hepatica del
carcinoma colorrectal inhibiendo la expresion de mTOR (37).

5 Conclusiones

Con toda la informacién expuesta anteriormente, podemos concluir que los miRNAs se
posicionan como una opcidn que podria tener gran relevancia tanto en el diagndstico como
en el tratamiento y en la posibilidad de describir de manera mas exhaustiva la fisiopatologia
del carcinoma hepatocelular, asi como la de otras patologias hepaticas.

Entre todo ello, es destacable resaltar su papel como biomarcadores de obtencidn no invasiva,
dado que con técnicas relativamente sencillas se permiten obtener técnicas de diagndstico
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con una sensibilidad y especificidad adecuadas, permitiendo un manejo mas comodo de las
muestras y un tiempo de espera menor para la obtencion de los resultados.

Por otra parte, la mejor comprensién de las funciones que cumple cada molécula en diferentes
situaciones fisiolégicas y fisiopatoldgicas puede llevar a pensar que, ademas de unos
biomarcadores apropiados, podrian considerarse incluso como dianas terapéuticas
interesantes que abrieran una nueva opcion terapéutica para una patologia tan problematica
como el carcinoma hepatocelular.

Sin embargo, y de una manera especial, es necesario resaltar la extraordinaria complejidad de
los mecanismos de regulacidon y mecanismos de accion de las moléculas estudiadas en este
trabajo de investigacion. Sorprende el delicado equilibrio que parece guardar la expresién de
estas moléculas para conseguir un estado fisioldgicamente estable, dadas las complejas
relaciones que existen entre la expresién y funcidn de los miRNAs.

De esta manera debemos considerar las primeras conclusiones expuestas como frentes
actualmente limitados, sobre los cuales debe efectuarse una extensa investigacion que
permita describir de una manera mds exhaustiva las relaciones que existen sobre las funciones
de cada molécula y las consecuencias que tiene la alteracién del equilibrio que componen.

Por todo ello, podemos concluir que los miRNAs tienen una funcién relevante en el inicio y el
desarrollo del carcinoma hepatocelular y se plantean como una posible alternativa adecuada
para el diagnéstico y el tratamiento del mismo.
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