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1 RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA no codificante que
regulan negativamente la expresion génica a nivel postranscripcional, mediante la
degradacion de su mRNA diana o inhibiendo la traduccion del mismo. Estan
implicados en la regulacién de diversos procesos celulares al controlar la expresion
de los genes que codifican las proteinas, por lo que, la desregulacion de estos
mMiRNAs va a dar lugar a multiples patologias, entre ellas el cancer.

En este trabajo revisamos algunos de los miRNAs que se encuentran alterados en el
carcinoma hepatocelular (CHC), como miR-21, miR-122 o miR-199. Los procesos
gue regulan estos miRNAs son muy complejos y todavia no se conocen bien los
mecanismos por los que actuan. Por tanto, la investigacion del papel que juegan los
mMiRNAs en la patogenia del CHC podria revelar nuevos métodos, no invasivos, para
el diagnostico temprano de esta enfermedad, asi como, nuevas estrategias
terapéuticas.

Palabras clave: microRNA, carcinoma hepatocelular, biomarcadores, tratamiento

2 ABSTRACT

microRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA molecules that regulates negatively
the postranscripcional genic expression, through mRNA target degradation or
innactivating the translation. miRNAs are involved on diverse cellular processes in
order to control the expression of pronteins coding genes. So, the disruption of these
mMiRNAs is related to the ethiology of multiple diseases, among others, cancer.

On this research, we review some of the miRNAs that are modified on hepatocellular
carcinoma (HCC), like miR-21, miR-122 or miR-199. The job of these miRNAs are
complex and not well-known yet. Consequently, the research made about miRNAs’
role on HCC pathogenesis could reveal new non-invasive early-stage diagnosis
methods, and new therapeutic strategies.

Keywords: microRNAs, hepatocellular carcinoma, biomarkers, treatment
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3 INTRODUCCION

Los miRNAs son pequeiios fragmentos de RNA, de 22 nucleétidos, no codificantes
que participan en la regulacion postranscripcional. La principal funcién de estos
MiRNAs es regular la expresion de genes mediante su unibn a MRNAs por
complementariedad de bases, para inducir la degradacion de estos altimos y reprimir
la traduccion. En su procesamiento participan dos enzimas principales: Drosha a
nivel del nacleo y Dicer en el citoplasma. Se ha visto que la delecccion de estas
enzimas resulta letal en embriones de ratén y ademas, estan involucradas en otros
muchos procesos celulares (1,2).

Los miRNAs se identificaron a principios de los afios 90, pero no fue hasta diez afios
después cuando se conocio el papel que jugaban en la regulacion de los genes. El
primero se encontré en Caenohabditis elegans como un pequefio RNA producido
por el gen lin-4, y se creyo que eran moléculas de RNA especificas de nematodos.
Sin embargo, hoy se sabe que estan presentes en practicamente todas las células
eucariotas y que algunos virus también pueden codifcar miRNAs. Los miRNAs
cumplen distintas funciones en la proliferacion celular y desarrollo de los
organismos, participando en la regulacion de procesos fisiolégicos tales como:
diferenciacion celular, remodelado de tejidos, inflamacion, apoptosis,
hematopoyesis, modulacion de la miogénesis y carcinogénesis, entre otros (2,3,4).

Varios estudios garantizan que los miRNAs controlan la expresion de al menos el
60% de los genes que codifican proteinas, y que aproximadamente el 70% de estos
miRNAs fueron descubiertos en el higado. Dentro de los miRNAs hepaticos el miR-
122 es el méas importante y supone el 70% del total de miRNAs a nivel del higado.
Regula un gran numero de genes implicados en el metabolismo lipidico,
diferenciacion celular y control del ritmo circadiano a nivel hepatico (4).

Una expresion andmala de los miRNAs se asocia con diferentes enfermedades,
entre ellas el cancer, donde pueden actuar como oncogenes (“oncomirs”) o como
supresores de tumor. Muchos mMIRNAs se encuentran en zonas gendmicas
relacionadas con el cancer o lugares fragiles, pudiendo sufrir modificaciones por
amplificacion, deleccion o traslocacion en estas zonas. Conociendo su implicacion
en los procesos de tumorogénesis y otras enfermedades, se ha planteado su papel
como potenciales dianas terapeuticas e innovadores biomarcadores para el
diagnéstico y prondstico de la enfermedad (2).

El carcinoma hepatocelular (CHC) es considerado el quinto cancer mas frecuente en
el mundo, teniendo una tasa de motalidad muy ligeramente inferior a su tasa de
incidencia. Se han encontrado diversos miRNAs relacionados con la regulacion del
desarrollo y la progresion del CHC, entre ellos tenemos: miR-21, miR-221, miR-222
gue van a estar regulados al alza en pacientes con CHC; y el miR-122, miR-199 y la
familia let-7, que estaran regulados a la baja en estos pacientes (5,6).
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Figura 1. miRNAs desregulados en CHC en humanos (7).

El mecanismo por el que estos miRNAs regulan la expresion de genes es muy
complejo, ya que un mismo miRNA puede regular varios transcritos que actien en
diferentes vias celulares, y un mismo mRNA puede estar regulado por mdltiples
mMiRNAs. Por ello, es necesario detallar la accién de cada uno de estos miRNAs y los
problemas que resultan cuando se alteran sus mecanismos (2).

4 OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo realizar una revision bibliografica de aquellos
mMiRNAs que tienen mayor implicacién en el desarrollo y progresion del carcinoma
hepatocelular desde su biogénesis, mecanismo de accién y posibles alteraciones
gue desencadenan esta patologia, asi como, la posibilidad de su empleo como
nuevos elementos de diagnéstico o dianas terapeuticas.

5 MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se ha realizado una busqueda bibliografica en bases de datos
como PubMed o SciELO y se han seleccionado aquellas publicaciones escritas en
lengua castellana o inglesa.

Los términos de busqueda que se han utilizado han sido: miRNA, liver cancer,
treatment, biomarkers y cada uno de los miRNA que se describen en el presente
trabajo.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Biogénesis miRNAS.

Los genes de los miRNAs son transcritos por una enzima RNA polimerasa Il a partir
de una secuencia intrénica, monocistronica o policistronica, formandose unos
precursores llamados mMiRNAs primarios (pri-miRNAs). Los pri-miRNA tienen la
secuencia de RNA maduro (20-25 nucled6tidos) contenida en una horquilla (1).
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Sobre estos pri-miRNAs actua, en el nucleo, el complejo microprocesador formado
por la enzima Drosha y la region critica del sindrome de DiGeorge en el gen 8
(DGCRS8). El complejo realiza el primer corte del pri-miRNA cortando por el tallo de
la horquilla y libera un pre-miRNA que es exportado al citoplasma por la proteina
exportina 5 (EXP5). En el citoplasma, otro complejo procesador formado por la
enzima Dicer y sus cofactores reconoce los pre-miRNAs, se une a ellos por un
extremo que tiene 3 nucleotidos salientes y los corta formando un miRNA de doble
cadena con una longitud de aproximadamente 22 nucleétidos (2,8).

Finalmente, el complejo formado por Dicer y el duplex de miRNA se une a una
proteina Argonauta-2 (AGO2) formando el complejo silenciador inducido por miRNAs
(miRISC) que va a seleccionar una de las hebras del diplex como cadena guia
(miRNA maduro) de modo que la otra hebra, llamada cadena pasajera, se disocia y
se elimina. La seleccion de la cadena madura viene determinada por la estabilidad
termodinamica de sus extremos, siendo seleccionada aquella hebra cuyos
nucleétidos terminales en 5 sean menos estables. Dependiendo del grado de
complementariedad de la bases del miRNA maduro con su mRNA blanco, el
complejo miRISC originara el corte y posterior degradacion del mRNA o inhibird su
traduccion mediante dos procesos: desadenilacion o bloqueo del inicio de la
traduccion (2).
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Figura 2. (A) Via candnica de biogénesis de microRNAs: el miRNA es transcrito por la RNA
polimerasa Il formando el pri-miRNA, sobre el cual actia el complejo microprocesador de Drosha en
el nicleo y da lugar al pre-miRNA que es exportado al citoplasma por la EXP5. En el citoplasma Dicer
reconoce el pre-miRNA y lo corta formando un duplex de miRNA de aproximadamente 22 nucle6tidos
de longitud. (B) Funcién de los miRNAs: el duplex de miRNA unido a Dicer se carga en la porteina
AGO2 formando el complejo miRISC que corta y degrada su mRNA diana. (8)

La via candnica es la mas comun en la biogénesis de los miRNAs. Sin embargo,
existen otras vias, no canonicas, en las que se prescinde de la accion de Drosha o
de Dicer para su sintesis (1).
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6.2 miRNAs como nuevos biomarcadores en CHC.

Tradicionalmente para el diagnostico del CHC se han utilizado técnicas invasivas,
como la biépsia hepética, a pesar de que esta técnica puede desencadenar graves
complicaciones en los pacientes y, ademas, con ella suelen detectarse fases tardias
de la enfermedad. También se ha utilizado la alfa-fetoproteina (AFP) sérica junto con
técnicas de imagen para el diagndstico. Sin embargo, la especificidad y sensibilidad
de esta técnica es bastante reducida y puede llevar a error, ya que alrededor de un
30% de los casos de CHC no estan vinculados a la produccion de AFP. Por ello, con
el fin de desarrollar nuevas estrategias para el diagnéstico del CHC menos
invasivas, se han realizados numerosos estudios centrados en el uso de los miRNAs
como potenciales biomarcadores (6,8,9).

Los miRNAs extracelulares van a estar presentes en fluidos corporales como la
sangre y la orina. En sangre, los miRNAs presentan una mayor estabilidad a la
degradacion en comparacion con los mMRNAs. Esto es asi debido a que los miRNAs
circulan asociados a proteinas (mayormente a la proteina AGOZ2), encapsulados en
vesiculas extracelulares (EVs), unidos a la nucleofosfomina (proteina de union al
RNA, NPM1) o unidos a lipoproteinas de alta densidad (HDL). Existen varios tipos
de vesiculas: exosomas, microparticulas o cuerpos apoptoticos; aunque lo mas
probable es que estas vesiculas esten formadas por mezclas de varios
componentes. Se ha visto que en personas sanas los miRNAs circulan asociados
mayormente a la proteina AGO2, mientras que en individuos con patologias aun no
esta claro el mecanismo de circulacion (9).

Hay que tener en cuenta que la compartimentacion de los miRNAs en fluidos va a
depender del tipo de lesion que presente el individuo. Ademas, se cree que las
vesiculas extracelulares incluyen informacién especifica para transferirse desde los
fluidos corporales a las células diana donde los mMRNAs seran traducidos. Los
miRNAs van a poder acceder a la circulacién mediante procesos pasivos (derivados
de células defectuosas en tejidos inflamados, necréticos o apoptoéticos) o por
mecanismos activos (mediados por microvesiculas). Por lo general, se han
identificado patrones Unicos de miRNAs expresados en afecciones hepéticas que
van variando en funcion de la progresion y gravedad de la enfermedad.
Concretamente, las vesiculas extracelulares se han descrito como probables
biomarcadores no invasivos de gravedad en hepatitis C crénica o en cirrosis (8,9).

La determinacion del perfil de miRNAs en sangre consta de varios pasos: toma de
muestras, extraccidon de RNA, cuantificacién y deteccion. A pesar de la menor
sensibilidad de los miRNAs ante desigualdades en su manejo y procesamiento, se
ha visto que surgen diferencias en la calidad y cantidad de miRNAs segun el método
de extraccion utilizado. Por ello, surge la necesidad de establecer prodecidimientos
normalizados de trabajo para la recogida de muestras. Lo mismo sucede con los
meétodos de deteccion y elaboracion de perfiles de miRNAs. Entre ellos, destaca la
PCR a tiempo real (QPCR), que es el mas empleado en la obtencién de perfiles
aunque su sensibilidad supone adn un gran desafio. Por otro lado, tenemos los
microarrays y la secuenciacion de nueva generacibn que son empleados
mayormente para identificar nuevos objetivos (9).

-7-
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Estudios realizados en tejidos primarios de CHC han revelado que el miR-122 y el
miR-199a se encuentran regulados a la baja. En contraposicion a esto, los
descubrimientos en suero de pacientes con CHC muestran niveles de miR-122 mas
elevados si se comparan con los de personas sanas y, posteriormente reducidos
tras ciclos de tratamiento. Esto puede explicarse debido a la liberacion a circulacion
de miRNAs procedentes de las células tumorales. De la misma forma podria
explicarse que miR-15b, miR-21, miR-130b y miR-103 se encuentren
sobreexpresados en el suero de individuos enfermos y sufran una gran disminucién
después de la cirugia. Ademas, se ha visto que el miR-15b y el miR-130 presentan
una sensibilidad y especificidad muy elevadas en la deteccion del CHC. Otros
investigadores informan de la presencia de altos niveles de miR-500 en suero de
individuos enfermos, que también disminuyen significativamente tras la cirugia, y
bajos valores del miR-92 que aumenta notablemente después de la extirpacion del
tumor. Sobre muestras de plasma se detectaron perfiles de 4 miRNAs (miR-20a,
miR-320a, miR-324-3p y miR-375) con elevada especificidad y sensibilidad para
discriminar las lesiones hepéticas no cancerosas del CHC (6,8).

El perfil de los miRNAs se relaciona con la estadificacién de tumor TNM (tamafio de
tumor, diseminacion en tejido proximo, diseminacién en ganglios y metastasis), el
grado de invasion y la recurrencia, por lo que también se investiga el papel de los
mMiRNAs como biomarcadores de prondstico y recurrencia del CHC. Por ejemplo, el
miR-718 con expresion reducida en los exosomas se ha relacionado con la
reaparicion de la enfermedad y mayor agresividad de esta tras el transplante
hepético. Valores aumentados de miR-183 y miR-17-5p en tejidos primarios después
de la extirpacion del tumor se relacionan con un mayor tamafio tumoral, invasion
ganglionar y mayor probabilidad de metastasis a distancia. Tomando muestras de
sueros se observa que el miR-221 sobreexpresado se asocia con el estadio de la
enfermedad, un tamafio de tumor mayor y cirrosis. Al usar muestras obtenidas de
tejido primario se advierte la relacion entre el aumento de miR-372 y una menor
supervivencia del paciente. Sin embargo, el patron de expresion de miR-223 en
estos tejidos, se corresponde con una mayor supervivencia del individuo después
del transplante (8,9).

Considerando que la expresién de miRNAs en suero puede verse afectada por otros
trastornos que no estén relacionados con el CHC, quizds deba emplearse la
combinacion de varios miRNAs como biomarcadores de la enfermedad para
simplificar la interpretacion de los resultados. Asimismo, la circulacion de los
mMiRNAs unidos a proteinas y vesiculas puede generar sesgos en el andlisis y la
interpretacion de los resultados, por lo que serian necesarios estudios enfocados a
cuantificar patrones de miRNAs unidos a HDL, AGO2 y vesiculas extracelulares (9).

6.3 Carcinoma hepatocelular (CHC).

El CHC es la principal forma de cancer hepatico y una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Se estima que causa en torno a 700000 muertes anuales en
todo el mundo. Algunos factores de riesgo asociados a esta enfermedad son:
hepatitis viricas (hepatitis B y hepatitis C), el consumo cronico de alcohol, la diabetes

-8-
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mellitus y la obesidad. Son las hepatitis viricas las que se asocian a una mayor
morbimortalidad al provocar un dafo progresivo en el higado de los pacientes, que
deriva en cirrosis y finalmente CHC. A continuacion se explican las diversas causas
y mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de esta enfermedad (10).

Anormalidades genéticas y congénitas. Cepas de ratones han demostrado

tener susceptibilidad genética a la cirrosis y el CHC, sin embargo, este hecho
no se ha podido confirmar aun en humanos. Si se ha relacionado la
tirosinemia hereditaria con un mayor riesgo de CHC, ya que estos pacientes
mostraron un rapido desarrollo de cirrosis macronodular, seguida de displasia
y, por ultimo, aparicion de CHC (10).

Mecanismos moleculares. El carcinoma puede aparecer tanto en células

progenitoras hepaticas como en células maduras, lo que indica la intervencion
de varios mecanismos (10).

Pérdida de control del ciclo celular. Es una caracteristica comun a
todas las células cancerosas que lleva a un aumento de la
multiplicacion celular, generando hiperplasia y la formacion del tumor.
En situaciéon normal las células hepaticas viven mayormente en fase
GO del ciclo celular, renovandose paulatinamente. El avance por las
sucesivas fases del ciclo celular esta mediado por las acciones de
ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (Cdk). Por ejemplo, la
ciclina D1 es la encargada de la entrada de los hepatocitos en el ciclo
celular. Pero esta entrada se puede ver dificultada por moléculas como
la familia de inhibidores de la Cdk4 (p15/16/18/19), que se unen a las

quinasas Cdk4/6 impidiendo la b
formacion del complejo ciclina- o J
Cdk. Lo mismo ocurre con otra p R
familia de proteinas inhibidoras J_j
de la Cdk/quinasa (p21/27/57). M " o _
Otra via que controla la entrada ~ a B N
al ciclo celular es la regulada ,, A"28 g '

; P 2 il o (R0}
por plé/retinoblastoma (pRb). ‘7 48 >
Por tanto, alteraciones que = % s i g
dlsmlnl_Jyan_ la expresion ple Io_s 0] Y Fat
genes implicados en su sintesis ' P
o que dificulten sus funciones €1 108 trausiion
acabar_a,n induciendo la Figura 3. Papel de los inhibidores del ciclo
formacién de tumores (10). celular en la hepatocarcinogénesis (10).

Pérdida de la senescencia. La senescencia es el proceso que permite
la inhibicion del crecimiento de las células en respuesta al estrés y
dafio celular. En hepatocitos no se conoce exactamente su
mecanismo, pero se cree que la senescencia controla la replicacion
celular mediante la diminucién del segmento telomérico. La activacion
de la telomerasa tiene lugar durante la transformacion de lesiones
precancerosas en CHC. La pérdida de la senescencia asociada a los
telomeros se observa con frecuencia en casos de cirrosis. La

-9-
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transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) no es detectada en
hepatocitos sanos, sin embargo, hasta un 90% de los casos de CHC
muestra una reactivacion de esta.

Ademas, se han propuesto mecanismos regulados por radicales libres,
gue son capaces de generar dafio en el DNA. La desregulacion de los
procesos que —

controlan los dafios L

en el DNA vy la "

regulacion del ciclo

=———— Chronic hepatitis —— p

R Reactive oxygen . "
¥ Y8 Cirrhosis

Oncogene activation
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Figura 4. Desarrollo CHC (10).

lll.  Desregulacion de la apoptosis. La apoptosis es el proceso de muerte
celular programada. Una de las vias que guian la apoptosis es la via
Fas. Algunas moléculas de esta via se encuentran alteradas en
pacientes con CHC haciendo que los tejidos y células se vuelvan
insensibles a su actividad. Durante la cirrosis se estimula la via TGFf
para promover la apoptosis mediante la regulacién a la baja de Bcl-2.
Por otra parte puede actuar el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF2) reduciendo la division de las células por estimulacién de la via
TGFB y eliminacion del IGF2. En CHC se ha detectado una pérdida de
IGF2R vy, por consiguiente, un aumento de la expresion de IGF2 y de la
proliferacion celular (10).

IV. Inflamacién hepatica y hepatocarcinogénesis. Estd demostrado que
muchas citoquinas inflamatorias, entre ellas, IL-1, IL-6, IL-8 y el factor
de necrosis tumoral a (TNFa) participan en la inflamacién hepatica.
Destaca la IL-6, aumentada en los casos de hepatitis por VHB y VHC,
hepatitis alcohdlicas y esteatohepatitis no alcohdlica. La IL-6
sobreexpresada genera una inflamacion local en el higado y la
multiplicacion de hepatocitos que lleva a la formacién de hepatocitos
cancerosos. Conjuntamente, la via del factor de transcripcion NF-k3
también participa en los procesos inflamatorios. Este factor puede ser
activado por las citoquinas inflamatorias, por DNA o RNA bacteriano y
virico o por polisacaridos de patogenos. El dimero formado se
incorpora al DNA induciendo la transcripcion de genes implicados en la
respuesta inmune, la proliferacién celular y la supervivencia (10).

e Eventos genéticos y epigenéticos en CHC. Muchas anomalias genéticas se
acumulan en los hepatocitos alterando la expresién de determinados genes y
provocando el desarrollo de cancer. Estas alteraciones genéticas pueden
provocar la activacibn de oncogenes o0 genes supresores de tumores o
reprimir las funciones de estos (10).
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Inestabilidad cromosémica. Es uno de los sucesos mas observados en
CHC. Las anomalias cromosOmicas van desde amplificaciones o
deleciones de pequefios segmentos en los cromosomas, hasta la
ganancia o eliminacion de brazos cromosémicos completos. Por
ejemplo, en pacientes con CHC esta amplificada la regién del
cromosoma 8g24, que contiene oncogenes como c-Myc. También es
muy comun en CHC la pérdida de la region del cromosoma 1p35-36,
en la cual estan contenidos muchos supresores de tumores (10).

mMiRNAs circulantes. Algunos miRNAs van a tener como dianas
proteinas pro-apoptéticas o van a regular el ciclo celular con el fin de
evitar la apoptosis de las células y garantizar su supervivencia en el
entorno del tumor. Por el contrario, otros miRNAs se dirigirdn a
proteinas anti-apoptéticas con este mismo fin. La migracion vy
propagacion del CHC esté regulada por miRNAs pro-metastasis como
el miR-106b (10).

miRNAs Validated Gene targets Function of miRNAs luxpr:esswn o
miRNAs
niR-31 PTEN, RECK, PDCD4 Anti-apoptotic activity, promotes metastasis and I I
mvasion
. . . Promotes cell migration and actin stress fibre
miR-106b E2F1, RhoGTPases, RhoA, RhoC . .
formation
miR-17-5p p38, MAPK pathway, E2F-1, ¢c-MYC Promotes malignancy and metastasis I I
miR- 151 RhoGDIA, FAK, Promotes tumour metastasis and invasion I I
miR-122 CyclinG1, ADAMI0, SRF, IGFIR, PTTGI, PBF, | Responsible for inhibition of virus replication and
CUTLI1,NDRG3,MDR-1 cell proliferation
miR-143 FNDC3B Promotes tumour metastasis I I
) 1 1 o i 1
miR-210 VMPI Promotes hypoxia induced _cpllhcllal to I I
mesenchymal transition
miR-29 MEG3, Bel-2, Mel-1 .Pro_m_o.tlon Qt apoptosis and
inhibition of tumour growth
let-7 cMye, p16, Bel-x1, COLIA2 Inhibit cell growth and proliferation I l
. Cyclin D2, Cyclin E2, . I
miR-26a Cyclin E1,CDKS6, [L-6 Inhibit metastasis, invasion and tumour growth I l
miR-221 CDKNI1B/p27,CDKNI1C/p57, DDIT4,PTEN, Bmf,| Anti-apoptotic, help in metastasis and tumour
TIMP3, PPP2R2A growth.
miR-1 FoxP1, MET, HDAC4 Inhibition olAceu growth apd
reduced replication potential
miR-195 cyclin D1, CDK6, E2F3, LATS2,VEGF, VAV2, | Inhibit metastasis, G1/S transition, angiogenesis
7Y | cDC42, IKKe and TAB3, TNF-o/NF-kB pathway and helps in apoptosis.
miR-45 |  OCT4, IRS1, IRS2, IGF signaling, HDAC2 Inhibit gell proliferation, I l
migration, and invasion
API-5, CDC42, CDHI1, PAK2, BCL-2,MAPKI, . . L .
. Promote cell proliferation,migration, invasion,
miR-224 PPP2RI1B. R -
andinhibit cell apoptosis

Figura 5. Esta tabla recoge algunos miRNAs con expresion anémala y las dianas sobre las que
acttan. (10)
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6.4 miRNAs en CHC.

6.4.1 miRNAs regulados al alza en CHC.

6.4.1.1 miR-21

El gen que codifica la expresion del miR-21 se localiza en el cromosoma 17 en los
seres humanos, y puede encontrarse en el interior de las células (citosol), en
exosomas extracelulares y en dérganos (higado, pulmén, rifion, médula Osea,
intestino, tiroides y colon). Este miRNA actua interaccionando con la region 3" no
traducida (UTR) de su diana provocando el sileciamiento de genes a nivel
postranscripcional. Se sabe que alrededor de 175 genes implicados en las funciones
biologicas y celulares estan regulados por el miR-21 (11).

Varios estudios han encontrado una regulacion al alza del miR-21 en procesos como
inflamacion, fibrosis y cancer. En higado, el miR-21 activa las células estrelladas
hepéticas (CEH) y la produccion de colageno promoviendo la fibrosis hepatica. La
sobreexpresion en higado del miR-21 induce la oxidacion, el aumento de la sintesis
de colageno y la activacion de la angiotensina por varios mecanismos: Sprouty 1
(spryl)/ERK/NF-kB, PTEN/Akt, Smad7/Smad2/Smad3/NADPH oxidasa 4 (NOX4),
proteina de muerte celular programada 4 (PDCD4)/ AP-1 (11).

El miR-21 es un oncomir sobreexpresado en masas solidas malignas en humanos y
aparece como factor de supervivencia en casos de lesién hepatica y en la progresion
del CHC. Estudios recientes muestran valores aumentados de miR-21 en tejidos y
suero de individuos con CHC vy los vinculan con la progresion del tumor. EI miR-21
actua originando la migracién e invasion celular del tumor mediante un bucle de
retroalimentacion miR-21-PDCD4-AP-1. Ademas, el miR-21 es capaz de activar la
proteina fosfatasa-tensina (PTEN) inhibiendo la via de sefializacion de
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K)/Akt que favorece, nuevamente, la progresion de la
enfermedad. Por otro lado, el miR-21 exos6mico, secretado por las propias células
cancerosas, actua directamente sobre PTEN y activa la via de la fosfoinositida
dependiente de la kinasa-1 (PDK1)/Akt en las CEH, que van a secretar citoquinas
angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o el factor de
crecimiento transformante-b (TGF-b) que promueven la progresion tumoral (11).

6.4.1.2 miR-221/222

miR-221/222 estan codificados en la region 11.3 del cromosoma X y se vinculan con
la regulacibn de oncogenes y genes supresores de tumores. EI miR-221/222
participa en la regulacion del ciclo celular, la diferenciacion celular y los procesos de
apoptosis. Su expresion andmala en individuos con cancer hepatico promueve la
proliferacion, la invasion y la metastasis de las células tumorales. Ademas, preserva
la supervivencia de estas células, induce gquimiorresistencias y recaidas en los
pacientes (12,13).
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Diversos autores han demostrado la presencia de altos valores de miR-221/222 en
células de CHC, que se han relacionado con la TNM y un bajo tiempo de
supervivencia en los pacientes. La sobreexpresion de estos miRNAs esta implicada
en la aparicion y desarrollo del tumor mediante la regulacion de diversas moléculas,
tales como el inhibidor del ciclo celular p27, la proteina supresora de tumores p53, el
factor modificador de Bcl-2 (BMF), la proteina de transcripcion 4 inducible por dafio
en el DNA (DDIT4) o el marcador c-kit. EI miR-221 es capaz de inhibir la actividad de
p27 y p57 originando un aumento del nimero de células en fase S del ciclo celular y,
por consiguiente, un incremento de la division celular de las células tumorales. Por
otra parte, el miR-221 inhibe la DDIT4 e interfiere en la via mTOR promoviendo la
progresion tumoral y el miR-222 juega un importante papel en la modulacion de la
proliferacion de células HepG2 en CHC mediante la disminucion de la actividad del
p27 (12,13,14).

Un estudio demostré que el miR-221 inhibe la histona desacetilasa 6 (HDAC6), que
tiene un importante papel como supresor tumoral. De esta forma, al inhibir la
HDACSG6, impulsa la proliferacion de las células malignas. Se ha observado que en
individuos infectados con el virus de la hepatitis B (VHB) el miR-221 actua sobre el
receptor de estrogenos alfa (ERa) induciendo la proliferacion de las células
cancerosas en pacientes que han desarrollado CHC relacionado con este virus. Otra
diana identificada para el miR-221 es el gen PHF2. El PHF2 es un gen supresor de
tumores que actua activando la proteina p53. El aumento de miR-221 en células y
tejidos de CHC hace que disminuya la expresiéon del gen PHF2 y promueve la
migracion celular (13,15).

Asimismo, algunos trabajos relacionan el miR-221 con la metastasis tumoral debido
a su influencia en la transicion epitelial-mesenquimal (EMT, proceso que aumenta la
capacidad de migracién de las células tumorales) al actuar sobre el receptor de
adiponectina 1 (AdipR1) y sobre la sefializaciéon de citoquinas 3 (SOCS3) (13).

6.4.2 miRNAs regulados ala baja en CHC

6.4.2.1 miR-122

El miR-122 es el miRNA con mayor expresion hepatica y se encuentra ausente en
muchos otros tejidos. En el ser humano esta codificado en el cromosoma 18, en un
anico locus gendmico. El miR-122 citosélico se encarga de la regulacion de la
traduccion de proteinas involucradas en el metabolismo de los acidos grasos como
son CD3, aldolasa A (AldoA), BCKDK y de genes implicados en la sefalizacion
mediada por el interferon (IFN). Ademas, regula la homeostasis del hierro mediante
la represion de la hemocromatosis y la hemojuvelina (16,17).

Se ha observado que la expresion del miR-122 estd disminuida en pacientes con
CHC en comparacion con pacientes sanos. En situacion fisioldgica, los niveles de
este miRNA estarian aumentados ejerciendo un efecto inhibidor sobre el crecimiento
de las células malignas, ya que es capaz de impedir la proliferacion y migracion
celular, promoviendo la apoptosis en lineas celulares de CHC. Es por ello que bajos
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niveles de miR-122 se relacionan inversamente con el grado de diferenciacion
tumoral, el tamafio del tumor, la probabilidad de metastasis y el prondéstico general
del paciente (5,18).

El miR-122 controla la via de sefializacién de la via Wnt/B-catenina, la via del gen 1
de transformacion tumoral de la hipdfisis (PTTG1), la ciclina G1, la desintegracién de
la metaloproteasa 10 (ADAM10) o el factor de respuesta sérica (SRF); por lo que
una baja expresion del mismo podria conducir al desarrollo de CHC. Ademas, se ha
demostrado su papel como marcador de lesidn hepatica en el suero de pacientes
con VHB. El miR-122 puede unirse a secuencias conservadas del virus de la
hepatitis B y modular la expresion y replicacion de los genes del virus, por lo que
bajos niveles de miR-122 conllevarian una mayor potencia en la replicacién del VHB
(5,18).

Algunos miRNAs nucleares pueden suprimir la biogénesis de oncomirs. Es el caso
del miR-122 que promueve la apoptosis de las células de CHC al impedir la
maduraciéon del oncomir miR-21. Esta funcién de supresion tumoral es posible
porque el miR-122 se une a una secuencia del pri-miR-21 impidiendo su
procesamiento a pre-miR-21 (17).

La sobreexpresion de miR-122 ademas de tener efecto en la supresion tumoral,
provoca la sensibilizacion de las células cancerosas a la accion de la quimioterapia
(16).

6.4.2.2 miR-199

El miR-199 se ha asociado a la aparicidn, progresion y metéstasis de varios tipos de
tumores como cancer de pulmoén, intestino o higado. Su expresién anormal en el
higado se vincula a la aparicion y progresién de CHC. Varios estudios coinciden en
que los niveles de miR-199 se encuentran disminuidos en el CHC y que la baja
expresion de miR-199a-5p revela etapas mas avanzadas de la enfermedad, asi
como, una mayor recurrencia del cancer tras la extirpacion del tumor (5,19).

El miR-199 regula la expresion del factor de transcripcion Snail, que modula la
expresion de la cadherina E, influyendo en la patogénesis y metastasis del CHC. La
disminucioén de los niveles de miR-199 provoca el aumento del factor Snail que
favorece la EMT de las células tumorales y mejora la capacidad de migracion de las
mismas. Otras dianas del miR-199 son el factor XBP1, encargado de la
diferenciacion celular hepatica y la formacién del higado, y la ciclina D, una proteina
reguladora del ciclo celular. En condiciones fisiologicas, miR-199 se une a la region
3'UTR del XBP1 inhibiendo su accién. En CHC al estar disminuido el miR-199
aumentan los niveles del factor XBP1 y se favorece la tumorogénesis. Del mismo
modo, la disminucion del miR-199 suprime la actividad de la ciclina D dando lugar a
la hiperproliferacion de las células Hep3B2 (19,20).

Se ha observado que el miR-199a/b-5p es especifico del CHC y desempeiia su
actividad sobre la supresion del tumor. El miR-199a/b-5p inhibe la expresion de
ROCK1 a nivel postranscripcional, lo cual conlleva la supresion de las vias
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ROCK1/MLC y PI3K/Akt necesarias para la progresion del tumor. Ademas, el miR-
199a se relaciona con la progresion de la fibrosis y altos valores de este inhiben el
desarrollo de mediadores proangiogénicos suprimiendo el crecimiento del tumor
(5,21).

6.4.2.3 let-7

let-7 fue el primer miRNA identificado en seres humanos. Es una familia de miRNAs
formada por 13 miembros localizados en 9 cromosomas diferentes del genoma
humano, y se les ha relacionado con la regulacién del tamafio corporal de las
personas, la regulacidon de procesos metabdlicos y con la capacidad de auto-
renovacion de las células madre. Algunos miRNAs, como let-7, manifiestan una
expresion con regulacion espacio-temporal, de tal forma, que la especie madura solo
esta presente en ciertos momentos del desarrollo. En vertebrados, la familia let-7
estd ausente en las primeras fases del desarrollo embrionario, apareciendo en las
etapas tardias, cuando las células son inducidas a la diferenciacion (22,23,24).

let-7 tiene un papel regulador del ciclo celular. Actia como supresor tumoral
suprimiendo la proliferacion y supervivencia de los tumores mediante la regulacion
negativa de algunos oncomirs e interfiriendo en el ciclo celular, la diferenciacion
celular y las vias implicadas en la apoptosis. En lineas celulares de CHC se ha
observado que let-7 suprime la proliferacion de las células malignas reprimiendo
genes que participan en el ciclo celular como la ciclina D2, CDK6 y CDC25 (22,24).

Muchos autores confirman que la presencia de let-7 es reducida en el CHC, de
modo que queda inhibida la represion de algunos de sus objetivos tales como RAS,
HMGA2, c-Myc y JAK/STAT3, favoreciendose la tumorogénesis. Ademas, bajos
valores de let-7i encontrados en tejido tumoral y tejido no tumoral adyacente se han
relacionado con un mal prondstico de la enfermedad y una corta supervivencia. Otro
miembro de esta familia, let-7al, que también estd disminuido en CHC pero, por el
contrario, se encuentra aumentado en cirrosis hepatica se ha utilizado como
marcador para discriminar estas dos enfermedades con éxito. Y, se ha demostrado
gue su combinacion con la AFP es capaz de detectar CHC inducido por el virus de la
hepatitis C (VHC) (22,25).

Estudios realizados en poblacion egipcia con VHC han sugerido que este virus
promueve la disminucion de la expresiéon de let-7al conduciendo a los pacientes al
desarrollo de CHC. Asimismo, se ha visto que la supresion de let-7 mediada por el
gen Lin-28B favorece la proliferacién celular y la aparicién del cancer. El subtipo let-
7f1 presenta elevados valores en etapas tempranas de CHC y disminuye en etapas
avanzadas, por lo que podria utilizarse como indicador del estadio de la enfermedad
(24,25).
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6.5 TRATAMIENTO CON miRNAs

En el estudio de terapias basadas en miRNAs se han desarrollado estrategias desde
dos perspectivas. Una de ellas basada en el reemplazo de miRNAs, es decir,
introducir miRNAs exdégenos con el fin de suplir la expresién a la baja que sufren
algunos miRNAs en CHC; y otra dirigida a inhibir oncomirs. Con el fin de evitar que
estos miRNAs se degraden al introducirse en el organismo, se pueden modificar o
conjugar con otras moléculas para mejorar su estabilidad. Por ejemplo, se pueden
incluir en particulas lipidicas estables de &acido nucleico (SNALP), en bicapas
lipidicas recubiertas con polietenglicol (PEG) o en particulas similares a virus (VLP).
Estas dltimas no pueden emplearse en todas las aplicaciones previstas ya que son
capaces de estimular la respuesta inmune del paciente (26,27,28).

Como hemos visto anteriormente, el miR-21 es un oncomir y al silenciarlo aumenta
la expresién de los genes que codifican para PTEN, RECK o PDCD4, lo cual
conlleva una disminucién de la migracion y la invasién de las células de CHC. Un
estudio determind que la degradacion del miR-21 inducida con LNA-anti-miR-21 es
capaz de prevenir el crecimiento de células HepG2. Otro estudio realizado en
modelos de ratdén sobre la terapia de reemplazo ha mostrado que el miR-6a, el miR-
122 y el miR-124 son capaces de reducir la tumorogénesis y la metastasis del CHC;
y por el contrario, la supresion de miR-221 aumenta la supervivencia y disminuye el
tamafio del tumor (27,29).

El laboratorio Selaru ha publicado estudios sobre exosomas portadores de miRNAs,
y otros autores informan de que exosomas aislados de células estelares hepéaticas
(LX-2), enriquecidos con miR-335-5p inyectados en Xxenoinjertos causan una
expresion 30 veces superior de miR-335-5p en el tumor y su entorno. Esto origina
una atenuacion de la proliferacién de las células tumorales y un aumento de la
apoptosis en estas células (30).

Un nuevo medicamento (MRX34) desarrollado en un liposoma, formulado con una
imitacion del miR-34, ha demostrado revertir completamente el CHC en modelos de
ratén y, actualmente, se encuentran en fase | de estudio en humanos. Por otra parte,
hay otro farmaco (MiReven) que se halla en fase preclinica y mimetiza el miR-7. El
miR-7 controla la accion de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) reduciendo el tamafio
del tumor en estudios in vitro e in vivo (31).

Muchos investigadores han propuesto el uso de miRNAs en el tratamiento del CHC
combinado con otros medicamentos anticancerosos, ya que algunos miRNAs
sensibilizan las células tumorales a los agentes quimioterapicos. A pesar de que hay
en marcha numerosos estudios sobre mIRNAs, existe controversia sobre sus
posibles efectos secundarios. Algunos autores defienden que los miRNAs suponen
una ventaja de tratamiento, ya que solo estan alterados en las células malignas y no
afectarian a las células sanas, como ocurre en el caso de la quimioterapia. Sin
embargo, otros manifiestan la posible existencia de un efecto “off targeting”. Esto
quiere decir que como un mismo MIiRNAs puede estar presente en multitud de
células humanas, podria interactuar con otros mMRNAs en esas células, a parte de su
diana, y provocar la aparicion de efectos adversos (28,29,32).
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7 CONCLUSIONES

Los miRNAs estan fuertemente implicados en la regulacion de la expresion génica 'y,
por tanto, van a estar implicados en diversos procesos celulares. Por ello, es
importante estudiar su papel en el inicio y progresion del CHC y se plantean como
una nueva opcion para el diagnostico y tratamiento de la enfermedad.

Se necesita un mayor conocimiento de las vias celulares en las que estan
implicados, pero cabe destacar la importancia que tienen como biomarcadores no
invasivos para el diagnéstico del CHC. Los miRNAs presentan gran estabilidad en
las muestras de fluidos corporales humanos, asi como, una gran sensibilidad y
especificidad de diagndstico. Sin embargo, en este campo aun queda mucho por
hacer, ya que, no existen protocolos armonizados ni para la toma de muestras ni
para el analisis y tratamiento de los datos obtenidos. Por tanto, para el futuro se
necesitan mas estudios que consigan validar el uso de los mMIRNAs como
biomarcadores de enfermedad.

Por otra parte, debemos resefiar la gran complejidad que presentan los miRNAs
expuestos en este trabajo en cuanto a los mecanismos de accion y de regulacion
implicados en la patogenia del CHC.

Asimismo, se plantea el uso de los miRNAs como nuevas dianas terapéuticas frente
al CHC desde dos perspectivas. Una de ellas se centra en suprimir oncomirs, que
estdn aumentados en el CHC, y otra enfocada en el reemplazo de miRNAs
supresores de tumores, que se encuentran regulados a la baja en estos pacientes.
En este aspecto los estudios publicados hasta ahora se encuentran todavia en fases
muy tempranas, y serd necesario profundizar en este tema para futuras
investigaciones con el fin de solventar las carencias de los mismos.
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