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and prognosis Iin lung cancer

ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous small non-coding RNA
molecules that regulate gene expression at the posttranscrip-
tional level by blocking translation or inducing degradation of
messenger RNA targets. It has been shown that miRNAs par-
ticipate in a wide spectrum of essential biologic processes in-
cluding cell cycle, differentiation, development, apoptosis and
hematopoiesis, revealing one of the major regulators of hu-
man gene expression. Recent studies have shown evidences of
abnormal expression of miRNAs in solid and hematological
tumors, as well as the association of altered miRNAs with on-
cogenic or tumor suppressor functions, suggesting a key role
of miRNAs in carcinogenesis. Moreover, unique profiles of al-
tered miRNAs expression seem to allow distinction from nor-
mal tissue, prediction of disease outcomes, and evaluation of
tumor aggressiveness in several types of cancer, including
lung cancer. These unique and highly stable miRNAs patters
seems not to depend of age and race, and these characteristics
highlight their potential diagnostic and prognosis utility. The-
se findings are particularly promising for lung cancer, a
worldwide leading cause of cancer-related deaths with a poor
survival rate, despite the discovery of novel therapies. This re-
view describes the potential of miRNAs as biomarkers for
diagnosis, cancer classification and estimation of prognosis in
lung cancer; and the approaches used to detect and quantify
these miRNAs; including the current information about
circulating miRNAs as potential biomarkers in lung cancer.
This review also provides a description of miRNAs biogenesis,
nomenclature and available database for miRNA sequences.
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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequenos no codifican-
tes de origen endégeno que regulan la expresiéon genética a ni-
vel postranscripcional mediante el bloqueo de la traduccién o
la induccién de la degradacion de RNA mensajeros blanco. Los
miRNAs regulan diversos procesos celulares esenciales inclu-
yendo ciclo celular, diferenciacién, apoptosis y hematopoyesis,
revelando uno de los mecanismos principales de regulacion de
la expresion genética en la naturaleza. Estudios recientes han
demostrado alteraciones en la expresiéon de miRNAs en tumo-
res sélidos y hematoldgicos, ademas de la asociacién de ciertos
miRNAs con funciones oncogénicas y de supresién tumoral,
sugiriendo un papel clave de los miRNAs en la carcinogénesis.
Aunado a lo anterior, alteraciones en los perfiles de expresiéon
de miRNAs permiten distinguir el tejido tumoral del tejido
sano, ademas de evaluar la agresividad tumoral y evolucion
clinica en diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer pul-
monar. Estos perfiles tinicos de expresion parecen no depen-
der de la edad, género o raza, senalando su uso potencial en el
diagnoéstico y pronéstico del cancer. Estos hallazgos son par-
ticularmente prometedores para el cancer pulmonar, enfer-
medad que permanece como una de las causas principales de
muerte por neoplasias a nivel mundial, atribuible a un diag-
néstico tardio de la enfermedad. Esta revisién describe el
potencial de los miRNAs como biomarcadores para el diagnés-
tico, clasificacién histoldgica y estimacion de la prognosis del
cancer pulmonar, asi como los métodos actuales para la
deteccion cuantitativa de dichos miRNAs. Ademas, se incluye
la informacién reciente de los miRNAs circulantes como bio-
marcadores potenciales en el cancer pulmonar. El escrito con-
tiene ademas la descripcion de la biogénesis de los miRNAs, la
nomenclatura oficial y la informacién de la base de datos de
secuencias de miRNAs disponible actualmente en la red.

Palabras clave. MicroRNAs (miRNAs). Céancer pulmonar.
Biomarcadores. Diagnéstico. Prognosis.
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INTRODUCCION

El cancer pulmonar es una de las principales cau-
sas de muerte por neoplasias malignas a nivel mun-
dial con 1.6 millones de casos diagnosticados y 1.3
millones de casos fatales en ambos sexos (2008) de
acuerdo con la Agencia Internacional de Investiga-
ci6n en Cancer de la Organizacién Mundial de la Sa-
lud.! Lo anterior coloca al cdncer pulmonar como la
neoplasia maligna con mayor mortalidad a nivel
mundial y con un indice de sobrevida a cinco anos de
15%.2 En México, el cancer pulmonar representa
también la primera causa de muerte por neoplasias
malignas de acuerdo con un estudio retrospectivo
que abarcé de 1998 a 2004.3

La alta mortalidad del cancer pulmonar podria
atribuirse principalmente al diagndstico en etapas
tardias de la enfermedad, ya que se ha observado
una menor sobreviva asociada al diagnéstico en eta-
pas més avanzadas de la misma.* En México, en par-
ticular en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, se reporté que 85% de los casos de
cancer pulmonar fueron diagnosticados en las eta-
pas III-IV,? aunque debe senalarse que este instituto
brinda atencién médica de tercer nivel. Lo anterior
podria también contribuir a la inefectividad de las
terapias aplicadas al momento del diagnéstico a pe-
sar del desarrollo de nuevas combinaciones de far-
macos y tratamientos multidisciplinarios que
incluyen cirugia, quimioterapia y radioterapia.5”
Esto muestra claramente la necesidad de identificar
marcadores nuevos para un diagnéstico alternativo,
ademas de blancos terapéuticos efectivos.

De acuerdo con la OMS el cancer pulmonar se
clasifica en dos principales grupos histolégicos: car-
cinoma de células pequenas (SCLC, por sus siglas
en inglés) y carcinoma de células no pequenas
(NSCLC). Este tltimo comprende los carcinomas de
células escamosas (SCC), adenocarcinomas (AD),
carcinoma de células grandes (LCC) y sus varian-
tes.8 E1 80% de los carcinomas pulmonares lo consti-
tuye el grupo histolégico NSCLC, cifra que se
mantiene en México.?

El cancer pulmonar es el resultado de la acumula-
cién gradual de anormalidades genéticas y epigenéti-
cas que ocurren en paralelo a los cambios
histolégicos que sufre el epitelio respiratorio nor-
mal.10 Al respecto, la bisqueda de métodos de diag-
néstico, clasificacién, prognosis y terapias del
cancer han conducido a extensos estudios en genéti-
ca molecular, indicando que la transformaci6én ma-
ligna es acompanada por deleciones o adiciones
cromosOmicas, alteraciones en las secuencias del

DNA, variacién en el nimero de copias, metilaciones
aberrantes de secuencias promotoras, asi como alte-
raciones en los mecanismos de remodelacién de la
cromatina. Estas alteraciones promueven la activa-
cién de oncogenes e inactivacion de genes supresores
de tumores, alterando la proliferacién celular, resis-
tencia a la apoptosis, migracién celular y angiogéne-
Sis.11’12

Precisamente, en la bisqueda de métodos diagnos-
ticos alternativos y de tratamientos contra el can-
cer, los estudios en genética molecular y proteémica
han identificado biomarcadores potenciales para la
deteccién y progresién de varios tipos de céancer,!3-17
asi como posibles blancos terapéuticos. No obstante,
aun con la valiosa informacién disponible, el cancer
pulmonar permanece como una de las primeras cau-
sas de muerte por neoplasias malignas. Lo anterior
senala nuevamente la necesidad de estrategias alter-
nativas que puedan sumarse a los estudios en gené-
tica molecular y proteémica, que involucren el
estudio de los mecanismos de regulacién de la expre-
sién genética que ha sido alterada en la carcinogéne-
sis y que conlleven a la identificaciéon de
biomarcadores potenciales para el diagnéstico, prog-
nosis e incluso posibles tratamientos del cancer pul-
monar.

MicroRNAs
COMO BIOMARCADORES

Recientemente se describié a los miRNAs como
una nueva via de regulacién postranscripcional de la
expresion genética. Los microRNAs (miRNAs) son
pequenos RNAs no codificantes de origen endégeno
que regulan la expresién genética a nivel postrans-
cripcional mediante el bloqueo de la traduccién o la
induccién de la degradacién de RNA mensajeros
blanco.!® Los miRNAs regulan multiples procesos ce-
lulares: ciclo celular, diferenciacién, proliferacion,
apoptosis y hematopoyesis, entre otros;'82! constitu-
yen un mecanismo conservado de regulaciéon de la
expresion genética.

Importantemente, se han reportado evidencias de
alteraciones en los patrones de expresién a nivel
celular/tisular de miRNAs asociados a procesos pato-
légicos tales como inflamacién, desérdenes cardio-
vasculares, desérdenes neuronales, diabetes y
cancer.'®2226 Estas alteraciones presentan perfiles
Unicos de expresiéon que no dependen de la edad,
sexo o raza,?’?? caracteristicas que convierten a los
miRNAs tisulares en excelentes candidatos a bio-
marcadores de diagnéstico (ver mas adelante Carac-
teristicas de un biomarcador). Existen evidencias de
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que los miRNAs, cuya expresion tisular se encuentra
alterada, podrian usarse potencialmente como bio-
marcadores tisulares para la clasificacién, prognosis
y diagnéstico de diversos tipos de cancer, incluyendo
el pulmonar.??-33 M4as atn, la manipulacién experi-
mental de ciertos miRNAs asociados al cancer (de
mama, colorrectal, hepatico y pulmonar) modula las
propiedades de malignidad de lineas celulares tumo-
rales, asi como el desarrollo de tumores en modelos
in vivo de ratén,3437 indicando claramente la parti-
cipacién de ciertos miRNAs alterados en la carcino-
génesis. Lo anterior ha llevado a un estudio
intensivo de los miRNAs, su biogénesis, asociaci6on
con el cancer y uso potencial como biomarcadores.

Caracteristicas
de un biomarcador

De acuerdo con el Grupo de Trabajo para la defi-
nicién de Biomarcadores (Biomarker Definitions
Working Group), organizados por The National Ins-
titutes of Health y la Food and Drug Administration
(NIH y FDA), un biomarcador es una caracteristica
que es medida y evaluada objetivamente como un in-
dicador de procesos bioldgicos, procesos patogénicos
o respuesta farmacoldgica a una intervencion tera-
péutica.?® En cdncer un biomarcador puede ser al-
gin elemento celular, genético o molecular que
pueda ser medible y que se asocie a la presencia de
cancer o del proceso patolégico canceroso y por tan-
to pueda ser usado para detectar tales procesos.

En general, los biomarcadores en el area de la
salud pueden servir como herramienta para el diag-
noéstico (detectar a aquellos pacientes con alguna
enfermedad), como indicadores de la prognosis
(pronéstico de la evolucién de la enfermedad) o el
estadio de la enfermedad (detectar en cual etapa de
la evoluci6on de la enfermedad se encuentra el pa-
ciente) e incluso para predecir o monitorear la res-
puesta ante un tratamiento. Para cumplir tal fin,
un biomarcador ideal en el estudio del cancer debe-
r4 contar con las siguientes caracteristicas (basado
en referencia 39):

* Presentar alta especificidad y sensibilidad para
detectar la presencia de un tipo de cancer en par-
ticular.

* Debe ser util para la deteccion del cancer sin im-
portar el género, edad o raza.

* Los niveles de sintesis, expresién y/o secrecién
deben correlacionar con la presencia del tumor.

* Presentar estabilidad en la muestra biolégica
para que pueda ser medido con precisién después

de que la muestra se haya extraido, manipulado o
conservado.

* Favorecer el desarrollo de un método de detec-
cion relativamente barato, simple y preciso que
pueda reproducirse en cualquier laboratorio.

* De preferencia, debe provenir de una fuente bio-
légica accesible (sangre, orina, esputo, etc.).

La utilidad de un biomarcador es su uso a nivel
clinico, para lo cual se requiere de una btusqueda y
evaluacion cientifica sistematica de los posibles can-
didatos. En 2001, Pepe, et al.*® propusieron una
guia de cinco pasos para el desarrollo, evaluacién y
validacién de biomarcadores, desde su descubrimien-
to en el laboratorio de investigacién hasta su aplica-
ci6én en la clinica:

e Fase 1 o fase exploratoria pre-clinica. Su
objetivo es encontrar una caracteristica medible
que se sobre-exprese o exprese por debajo de los
niveles considerados como normales. Este primer
paso puede consistir en la comparacién de tejido
canceroso vs. tejido sano. El tejido canceroso
debe obtenerse al momento del diagnéstico y sin
previo tratamiento, ya que éste alteraria los nive-
les del posible biomarcador.

e Fase 2 o de ensayo clinico y de evaluacion.
Consiste en la demostraciéon de que el ensayo ba-
sado en la medicién del biomarcador es capaz de
distinguir a los individuos con cancer de aquéllos
que no lo presenten. Aqui es necesario la medi-
cién de la sensibilidad y especificidad, cuyos para-
metros son medibles estadisticamente mediante la
determinacién del TPR (relacién de los verdade-
ros positivos, por sus siglas en inglés), el FPR
(relacién de los falsos negativos) y el uso de las
curvas de ROC (Receiver Operating Characteris-
tic curves).!

e Fase 3 o estudio retrospectivo. La finalidad
es evaluar la capacidad del biomarcador para de-
tectar el cancer en la fase preclinica de la enfer-
medad y se realiza un seguimiento para conocer
si la enfermedad se desarrolla, por lo que corres-
ponderia a la evaluacién de un biomarcador de
diagnéstico temprano.

e Fase 4 o estudio prospectivo. El objetivo
principal es comparar los resultados de la prue-
ba de deteccién con los resultados de las prue-
bas diagnésticas definitivas (que se realizan
simultaneamente) y determinar el niimero de ca-
sos reales positivos, asi como describir las
caracteristicas del tumor detectado, en una
poblacién relevante.
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e Fase 5 o estudio control del cancer. La meta
es evaluar el impacto del uso de la prueba de de-
teccion en la morbilidad y mortalidad del cancer
en una poblacién abierta.

Es necesario mencionar que el cancer, incluyendo
el pulmonar, es una patologia multifactorial que in-
volucra tanto las alteraciones genéticas/epigenéticas
como factores ambientales de riesgo, por lo que es
poco probable que un solo biomarcador sea suficien-
te para desarrollar un método de deteccién con la
sensibilidad y especificidad requerida. Se recomienda
entonces la evaluacién de varios biomarcadores po-
tenciales desde la fase de descubrimiento inicial en el
laboratorio de investigacion.

Para continuar con la revisién del potencial de
los miRNAs como biomarcadores en el cancer pul-
monar es necesario conocer sus caracteristicas bio-
légicas, dénde encontrarlos, cémo identificarlos/
cuantificarlos y, finalmente, la informacién disponi-
ble sobre su asociacién con el cancer pulmonar.

A continuacién se describe la biogénesis de los
miRNAs en animales, los lineamientos para su no-
menclatura, los métodos disponibles para identificar-
los y cuantificarlos y la informacién disponible de
su asociacién con el cancer pulmonar.

BIOGENESIS DE miRNAs Y SUS MECANISMOS
DE REGULACION DEL RNA MENSAJERO

Los miRNAs son RNA pequenos de ~22 nucleéti-
dos producidos a partir de precursores de RNA no
codificante de doble cadena y sintetizados bajo el
control de un promotor propio o compartido con ge-
nes que codifican para proteinas.*>#*4 En mamiferos,
la mayoria de los genes que codifican para miRNAs
son transcritos por una sola unidad policistrénica
de transcripcién; aunque algunos son transcritos de
forma individual.*® La transcripcién de los genes de
miRNAs es mediada por la RNA polimerasa II (RNA
Pol II);#244 sin embargo, existen evidencias de un pe-
queno grupo de miRNAs en humanos que pueden ser
transcritos por la RNA Pol II1.46 En el nucleo celu-
lar, la RNA Pol II transcribe los precursores prima-
rios conocidos como pri-miRNAs que poseen ~60 a
100 nucleétidos de tamano y estructuras de hair-
pin“%44 (Figura 1).

Hairpin (por su descripcién en inglés) se refiere a
la estructura formada por una hebra de nucleétidos
con secuencias repetidas e inversas, que al plegarse
sobre si misma forma una doble hebra con las secuen-
cias inversas ahora complementarias y un doblez en
forma de rizo en un extremo. Posteriormente, el com-

plejo enziméatico Drosha-DGCRS escinde los pri-miR-
NAs y produce los precursores pre-miRNAs que po-
seen un tamano de ~70 nucleétidos con estructura
de hairpin, un grupo fosfato en el extremo 5’ y dos
nucleétidos no pareados en el extremo 3’4748 A conti-
nuacioén, los pre-miRNAs son transportados al cito-
plasma por el complejo transportador nuclear
llamado exportin-5-RanGTP,* donde son procesados
por la RNasa III conocida como Dicer para producir
finalmente los miRNAs maduros de ~22 nucleéti-
dos.?® En humanos, Dicer estd asociada a TRBP
(TAR RNA-binding protein, también conocida como
TARBP2)51:52 y PACT (también conocida como PR-
KRA).?3 Estas moléculas no son requeridas para el
procesamiento de los miRNAs por Dicer, pero parecen
contribuir al ensamblaje del complejo de silenciamien-
to inducido por miRNA (miRISC, por sus siglas en in-
glés) (Ver mas adelante).?'5% Una via alternativa de
produccién de pre-miRNAs es mediante corte y empal-
me (splicing por su nombre en inglés) de pri-miRNAs
que se transcriben de regiones intrénicas pequenas
conocidas como mirtrones®% (Figura 1). Posterior a
su procesamiento por Dicer, los miRNAs maduros
son reclutados por la proteina AGO, que es un com-
ponente del complejo efector conocido como miRISC.
En el humano, el ensamblaje del complejo miRISC es
promovido por Dicer, TRBP y las proteinas
AGO;515356 siendo cuatro proteinas AGO las que for-
man parte del miRISC (AGO1-AGO04).57 A su vez,
AGO2 se asocia con la proteina GW182, la cual es ne-
cesaria para la funcién de silenciamiento del complejo
miRISC.5859

Una vez incorporado al complejo miRISC, la doble
hebra del miRNA maduro se disocia y una hebra es
retenida (hebra guia) mientras que la otra es degra-
dada.b? La hebra guia se une especificamente al ex-
tremo 3’ del RNA mensajero (mRNA) blanco y
regula su traduccién mediante tres posibles meca-
nismos generales:

* Represién de la traduccién.
* Desestabilizacién del mRNA.
* Degradacién del mRNA.

Este ultimo involucra la destruccién de los
mRNAs blancos mediante una degradacién cataliza-
da por AGO y constituye el mecanismo predominan-
te en plantas.

Por su parte, la mayoria de los miRNAs en el rei-
no animal se unen al extremo 3’ de su correspon-
diente mRNA blanco reconociendo secuencias
parcialmente complementarias o imperfectas.%! Sin
embargo, este reconocimiento requiere una comple-
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Figura 1. Biogénesis de miRNAs. En el nucleo celular, el gen que codifica para el microRNA (miRNA) es transcrito por una RNA polimerasa Il para
producir el precursor miRNA primario o pri-miRNA (60-100 nucledtidos) con una estructura de hairpin. El pri-RNA es procesado por el complejo Drosha-
DGCR8 para formar el precursor miRNA o pre-miRNA (~70 nucleétidos) con estructura de hairpin, un grupo fosfato en el extremo 5’ y dos nucleétidos no
pareados en el extremo 3. El pre-miRNA es transportado al citoplasma a través de la exportin-5-RanGTP. En el citoplasma, la Rnasa Ill Dicer escinde el
pre-miRNA para producir el miRNA maduro de ~22 nucleétidos el cual es reclutado por el complejo enzimatico miRISC. Dicer, TRBP, PACT y AGO1-4
participan en el reclutamiento del miRNA en el humano. La hebra guia del miRNA permanece en el complejo miRISC, mientras que la otra es eliminada.
La hebra guia del miRNA se une al extremo 3’ del mRNA blanco reconociendo secuencias parcialmente complementarias e inhibe la traduccidn del mRNA
blanco o induce la degradacion del mismo mediante los mecanismos de represién de la traduccion, desestabilizacion del mRNA y degradacion del mRNA.
Una via alternativa de produccién de pre-miRNAs es mediante corte y empalme (splicing) de pri-miRNAs que se transcriben de regiones intrénicas peque-
fAas conocidas como mirtrones.
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mentariedad perfecta en una regién de 2-7 nucleéti-
dos del miRNA conocida como seed (secuencia semi-
lla), ubicada en el extremo 5 del miRNA.6263 En
contraste, la mayoria de los miRNAs en plantas se
unen con una complementariedad casi perfecta a sus
mRNAs blanco.?%6! Esta complementariedad casi
perfecta es requerida para inducir el mecanismo de
degradaciéon del mRNA, por lo que se asumia que los
miRNAs en el reino animal regulaban primordial-
mente a los mRNAs blanco mediante el mecanismo
de represion de la traduccion sin afectar directamen-
te los niveles de mRNAs previamente existentes.6465
Sin embargo, Guo, et al.®® demostraron reciente-
mente que los miRNAs provenientes de humano y
ratén inducen también un decremento en los niveles
de los mRNAs blanco previamente existentes, lo que
sugiere un modelo de desestabilizacién del mRNA.
Estos autores usaron un nuevo método de secuencia-
cién del perfil ribosomal que permite determinar la
posicion de los ribosomas sobre los mRNAs celulares
con una resolucién de subcodones.

En animales se conoce que el modelo de represién
de la traduccién involucra la inhibicién del inicio de
la traduccién®”:88 o la pérdida del ribosoma o subuni-
dades del ribosoma durante la fase de elongacién de
la traduccién.?9:70 Por otro lado, el modelo de deses-
tabilizacién del mRNA involucra la deadenilacién
(eliminacién de la cola de poli-A) para su posterior
degradacién.” "3 lo cual requiere de la participacién
de AGO, GW182 y la maquinaria celular para la dea-
denilacién del mRNA." Por tltimo, existen eviden-
cias que indican que el silenciamiento mediado por
miRISC podria asociarse con el almacenamiento y
procesamiento de mRNAs blancos dentro de los com-
partimentos celulares conocidos como cuerpos-P, ya
que se han encontrado componentes del complejo
miRISC y los mRNAs blanco en dichos comparti-
mentos en mamiferos.”*76

NOMENCLATURAY BASE
DE DATOS DE SECUENCIAS DE miRNAs

El sistema de registro de secuencias de miRNAs
miRBase Registry asigna el nombre oficial de nuevas
secuencias de miRNAs de acuerdo con lineamientos
establecidos.””"8 Dichos lineamientos sefialan que en
primer lugar se asigna un prefijo de tres o cuatro le-
tras para indicar la especie donde fue descrito el
miRNA, por ejemplo hsa para Homo sapiens (huma-
no) y mmu para Mus musculus (ratén); sin embar-
go, este prefijo es frecuentemente eliminado en la
literatura. Lo siguiente es asignar el término miR
que indica una secuencia de miRNA maduro, segui-

do de un nimero de identificacién tnico que se asig-
na de manera secuencial de acuerdo con el orden de
la identificacién de cada nueva secuencia (por ejem-
plo hsa-miR-21). En el caso particular de los miR-
NAs que difieren por sélo uno o dos pares de bases,
se agrega un sufijo con letra al nombre original (por
egjemplo hsa-miR-15a). Cuando se reportan miRNAs
que provienen de diferentes trascritos primarios,
pero poseen la misma secuencia, se agrega un sufijo
numerado al nombre original (por ejemplo hsa-miR-
16-1). El sufijo -5p o -3p se agrega al nombre origi-
nal cuando dos miRNAs maduros derivan de los
brazos opuestos del precursor (por ejemplo hsa-miR-
17-5p). La solicitud de registro de nuevas secuencias
de miRNAs en el miRBase Registry debe realizarse
después de la aceptacion de la publicacién del articu-
lo que describa su identificacién y el nombre oficial
debe incluirse en la versién final de dicho documen-
to. Asimismo, el reporte de una nueva secuencia de
miRNA requiere de la comprobacién experimental de
su existencia mediante clonacién o expresiéon del
miRNA en cuestién.

La base de datos miRBase es el depésito central
de informacién de secuencias de miRNAs, ade-
méas de una fuente de recursos para su analisis,
puede ser consultada libremente en el sitio http://
microrna.sanger.ac.uk/. Este proporciona un servi-
cio confidencial para la asignaciéon independiente del
nombre oficial de nuevos miRNAs, ademaés de una
base de datos de las secuencias de miRNAs existen-
tes y herramientas para la predicciéon de blancos mo-
leculares de todos los miRNAs publicados que
provienen de animales. Las secuencias de miRNAs
registradas en el miRBase se encuentran disponibles
directamente en el sitio ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/
mirbase/, en diferentes formatos que incluyen FAS-
TA y aplicaciones del sistema de manejo de base de
datos relacional MYSQL.

METODOS DE DESCUBRIMIENTO,
DETECCION Y CUANTIFICACION DE microRNAs

Descubrimiento

Los primeros miRNAs en el reino animal fueron
descubiertos mediante la clonacién de secuencias de
DNA copias (cDNA) procedentes de muestras de
RNA total fraccionadas por tamano (fraccién de los
RNA pequenos) provenientes de Drosophila melano-
gaster y Caenorhabditis elegans.”8! Anteriormente,
los tinicos miRNAs identificados como tales eran
lin-4 y let-7 (C. elegans), aunque eran conocidos
como RNA temporales pequenios o stRNAs.82-84

Avila-Moreno F, et al. MicroRNAs en el diagnéstico y prognosis del céncer pulmonar. Rev Invest Clin 2011; 63 (5): 516-535 521



De hecho, los autores de estos tres trabajos?-8! fue-
ron los primeros en acufar el término microRNAs
para describir a este grupo nuevo RNA de ~22 nt,
cuyas caracteristicas son:

* No codifican para un producto proteico.

* Provienen de precursores endégenos con estruc-
tura de hairspin.

* Son conservados filogenéticamente.

* Sus secuencias son encontradas en el genoma del
organismo correspondiente o alguna especie rela-
cionada (comparadas con una base de datos),

* Su expresion es detectada por hibridizacién (Nor-
thern blot).

Precisamente, estos criterios homogenizados de
expresion y biogénesis de los miRNAs fueron utiliza-
dos para distinguir a los miRNAs de los productos
de la fragmentaciéon de otro tipo de RNAs, tales
como RNA de transferencia, ribosomales e incluso
mensajeros (tRNA, rRNA o mRNA, respectivamen-
te) que pudieran ser también clonados mediante este
método.”9:85:86

En resumen, esta técnica de descubrimiento con-
siste en la purificacién de RNA de 19-25 nt separa-
dos en geles de poliacrilamida a partir de RNA total,
seguido por la ligacién de oligonucleétidos adaptado-
res en los extremos 3’ y 5’. Posteriormente, se obtie-
ne el cDNA mediante una reaccién de transcripciéon
inversa (RT), se lleva a cabo una amplificacién me-
diante una reaccién de PCR y se prosigue con la clo-
nacién en un vector bacteriano. Le sigue la
purificacion de los productos de las clonas obtenidas
y, por ultimo, la secuenciacién de dichos productos
mediante métodos de secuenciacién de DNA basados
en el método de Sanger.70-81.87-91

A partir del 2005, métodos nuevos de secuencia-
cién de DNA conocidos como secuenciacién masiva
en paralelo o de segunda generacién fueron desarro-
llados y posteriormente aplicados para el descubri-
miento de secuencias nuevas de miRNAs en diversos
organismos y células tales como C. elegans, Droso-
philay células madre humanas,?2% siendo también
aplicados a los estudios en cancer.?”%? Estos méto-
dos superan ampliamente la capacidad y el costo de
las tecnologias de secuenciaciéon basadas en el méto-
do de Sanger, por lo que han producido una era de
descubrimiento de secuencias nuevas de miRNAs sin
precedente,100-101

Los métodos disponibles de secuenciacion masiva
tienen en comun que la tecnologia en la que se ba-
san permite el procesamiento de millones de lecturas
de secuencias a la vez, en contraste con las 96 lectu-

ras ocurridas en las metodologias basadas en el mé-
todo de Sanger. Esto altimo se logra mediante el uso
de un microrreactor o la unién de las moléculas de
DNA blanco individuales a superficies s6lidas o per-
las separadas fisicamente en celdas individuales,
para que un mayor niumero de reacciones de secuen-
ciaciéon puedan realizase a la vez o en paralelo. Au-
nado a lo anterior, las reacciones de secuenciaciéon
se llevan a cabo directamente sobre moléculas de
DNA amplificadas a partir de una biblioteca de DNA
(0o cDNA) que no ha sido sometida a la clonacién en
vectores bacterianos ni amplificaciéon de los frag-
mentos genémicos en bacterias. Lo anterior no es
necesario debido a que las moléculas de DNA blanco
individuales son ligadas a nucle6tidos adaptadores
en ambos extremos de cada fragmento de DNA pre-
vio a la secuenciacidn, lo cual permite realizar una
amplificacién selectiva mediante PCR. Este proceso
requiere de tiempos mayores de procesamiento, des-
de 7 hrs a seis dias en contraste con las 3 hrs reque-
ridas en el método de Sanger, pero con un niimero
mayor de pares de bases leidas por corrida que van
desde 500,000 a 5,000,000 bp (método de Sanger =
800 bp). Otra diferencia fundamental con la secuen-
ciacién basada en el método de Sanger es que la se-
cuenciacién masiva en paralelo produce lecturas de
secuencias mas cortas, que van desde 21 a 400 bp
mientras que el primero produce lecturas de secuen-
cias de hasta 800 bp (Cuadro 1).

Los métodos de secuenciacién masiva en paralelo
disponibles difieren entre si con respecto al tipo de
plataforma (placas o perlas) y adaptadores usados,
ademas del método especifico de amplificacién y de
secuenciacién (Cuadro 1); con excepcion de las ca-
racteristicas comunes mencionadas previamente.

Actualmente existen cuatro métodos de secuencia-
cién masiva en paralelo comercialmente disponibles
(Cuadro 1):

* Secuenciaciéon por sintesis de terminaciones re-
versibles o SOLEXA (Illumina).

e Sistema de secuenciacién masiva paralela por li-
gacion o sistema SOLID (Applied Biosystem).

* Pirosecuenciacién o secuenciaciéon 454 (Roche).

» Sistema Helicos Heliscope (Helicos bioscience).

Los tres primeros han sido usados ampliamente
para descubrir secuencias nuevas de miRNAs,%:97.99
mientras que no hay trabajos publicados todavia don-
de se utilice el sistema Helicos, aunque en principio
puede ser usado para tal fin. Para obtener mayores
detalles técnicos con respecto a estos métodos el lec-
tor puede acudir a las siguientes revisiones,102-104
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Cuadro 1. Comparativa de los métodos de secuenciacion masiva en paralelo disponibles comercialmente y la secuenciacion basada en el método de

Sanger.
454 SOLEXA SOLID Helicos Heliscope Sanger
pirosecuenciacion  (llumina) (Applied
(Roche) Biosystems)
Método de secuenciacion  Pirosecuenciacion ~ Colorantes de Secuenciacion Secuenciacion Colorantes
terminacion reversibles  por ligacion de una sola molécula de terminacion
mediante sintesis
Método de amplificacion ~ PCR en emulsion  Amplificacion por PCR en emulsién Ninguna Clonacién
formacion de puentes y PCR
Tamafio de las 400 36-175 3550 30-35 800
secuencias leidas
(pares de bases)
Tiempo de 10 hrs Seis dias Seis dias Ocho dias 3hrs
procesamiento
o corrida
NUmero total de bases 1,000,000 40,000,000 85,000,000 800,000,000 800
leidas por procesamiento
o corrida
Sitio web www.454.com www.illumina.com www.appliedbiosystems.com www.helicosbio.com
solid.appliedbiosystemas.com
Referencias 102-104 91,104

La secuenciacién masiva en paralelo, en el caso
particular de su aplicacién para la identificacién de
miRNAs, va precedida por el enriquecimiento de los
RNAs de tamano pequeio (19-25 nt) mediante co-
lumnas de purificacién (sistema de purificacion de
RNA mirVAna, de Applied Biosystems) o bien elec-
troforesis, seguido de la creaciéon de una biblioteca
de secuencias de cDNA. Esta tltima involucra la li-
gacion de oligonucleétidos adaptadores en ambos ex-
tremos (5’ y 3’) del RNA mediante una RNA ligasa,
seguida de la transformacién de RNA a cDNA me-
diante una reaccion de transcripcién inversa y fre-
cuentemente una amplificacién mediante reaccién de
PCR.%4105 Posterior a la secuenciacién, el anélisis
bioinformatico incluye el alineamiento de las lectu-
ras obtenidas con secuencias de genomas de referen-
cia (comparacién con secuencias conocidas), o bien
las secuencias obtenidas son ensambladas para cons-
truir un mapa de transcripcién no descrito previa-
mente. Este proceso incluye la eliminacién de
aquellas secuencias correspondientes a tRNAs,
rRNAs y oligonucleétidos adaptadores.

Siguiendo los criterios establecidos en 2003,7® el
descubrimiento de secuencias nuevas de miRNAs re-

quiere de evidencias de la existencia de un precursor
con estructura de hairspin (analisis predictivo) y
evidencias de la expresiéon del miRNA maduro (clo-
naciéon o Northern blot). Sin embargo, debido a que
en la secuenciaciéon masiva se identifican millones de
secuencias cortas y con alta sensibilidad, se requie-
ren de criterios adicionales aplicados a este tipo de
lecturas masivas para establecer un consenso acerca
de cé6mo distinguir los verdaderos miRNAs de los
fragmentos derivados de otro tipo de transcritos o
bien de otros RNAs de tamafo pequefo.1%6-198 Estos
criterios se han compilado por el miRBase en un es-
fuerzo por estandarizar la recoleccién de datos deri-
vados de la secuenciacién masival®! e incluyen:

» Multiples lecturas (preferentemente derivadas de
experimentos independientes) corresponderan a
las secuencias de miRNAs maduros.

* Las lecturas serviran para realizar un mapeo que
abarque una regién extensa en el genoma (por
ensamblamiento de las secuencias cortas que han
sido leidas), aunado a que la secuencia adyacente
a la correspondiente al miRNA maduro pueda
formar una estructura de hairspin (precursores
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miRNAs), que al formarse pueda ademas parear-
se con la propia secuencia del miRNA maduro
(hebra) y el brazo opuesto de la misma.

* Las lecturas no deben corresponder a otros
transcritos correspondientes a otros RNA no-
codificantes (rRNAs, tRNAs, snRNAs/snoRNAs o
nucleares pequenos, y scRNAs o citoplasmicos
pequenos).

* Las lecturas multiples que han sido localizadas
en el genoma (mapeo) deberan corresponder a
un mismo extremo 5’ de la secuencia del miRNA
maduro.

* De manera ideal, las lecturas corresponderan a
secuencias maduras de miRNAs en ambos brazos
de la estructura predictiva de hairspin, siendo
que la secuencia putativa puede ser pareada co-
rrectamente con una secuencia de miRNA candi-
data con un extremo 3’ con ~2 nt no-pareados
(3’-overhangs).

Deteccion y cuantificacién

Existen varios métodos disponibles para detectar
la expresiéon de miRNAs, entre los que destacan el
Northern blot, los microarreglos, la hibridizacién in
situ, el ensayo Invader miRNA assay y el RT-PCR
cuantitativo en tiempo real (qQRT-PCR).

El método de Nothern blot es considerado el mas
aceptado debido a su amplia estandarizacién y uso
rutinario en el laboratorio. El procedimiento gene-
ral consiste en separar el RNA total mediante geles
de poliacrilamida desnaturalizantes, transferir el
RNA del gel a una membrana (nitrocelulosa o
nylon), fijar el RNA a la membrana por entrecruza-
miento mediante luz ultravioleta e hibridar el conte-
nido de la membrana con oligonucleétidos (sondas)
marcados radiactivamente para su posterior detec-
ci6n en placas sensibles a la radiactividad. En el
caso especial de la deteccién de miRNAs, la técnica
original de rutina presenta una sensibilidad muy re-
ducida debido a que los miRNAs se encuentran en
cantidad baja con respecto al RNA total, aunado a
que su tamano es muy pequeno para hibridar efi-
cientemente con las sondas usadas.

Para incrementar la sensibilidad y eficiencia de
esta técnica se desarrollaron dos modificaciones
principales: uso de sondas modificadas conocidas
como oligonucleétidos sellados o LNA (Locked Nu-
cleic Acid)'® y el uso de carbodiimida soluble para
fijar el RNA a la membrana.!'® Los LNA son oligo-
nucledtidos, cuyo anillo de furanosa es quimicamen-
te modificado para favorecer la conformacién 3’-endo
(o ‘tipo-N’ que presentan predominantemente los di-

plex de DNA tipo A), mediante la introduccién de un
enlace 2°-0, 4’-C metileno en el 1,2:5,6-di-O-isopropi-
len-a-D-alofuranosa, lo que resulta en mayor ter-
moestabilidad y mejor capacidad de reconocimiento
de sus blancos.!!! Asi, Valoczi, et al.l% lograron in-
crementar la sensibilidad del Northern blot diez ve-
ces usando LNAs, comparado con las sondas
tradicionales; mientras que Pall, et al.l1? lograron
incrementar de 20-25 veces la sensibilidad del
Northern blot usando carbodiimida soluble compa-
rada con el uso de luz ultravioleta. Con ello, las ven-
tajas del Northern blot son su alta confiabilidad y
que no requiere de reactivos o aparatos sofisticados,
por lo que puede ser usado en cualquier laboratorio.
Sin embargo, la desventaja radica en que requiere
una cantidad relativamente grande de RNA total
(20-50 ug) usando LNAs,'% que requiere del uso de
radiactividad, de la inversién de una cantidad relati-
vamente grande de tiempo y que no pueden analizar-
se muchos miRNAs diferentes ni muchas muestras a
la vez.

Esto dltimo fue mejorado con el desarrollo de los
microarreglos. Esta técnica permite analizar simul-
taneamente cientos de miRNAs diferentes en una
muestra y varias muestras a la vez, ademas requiere
de una cantidad relativamente baja de RNA, a nivel
de nanogramos.!!? Esta técnica también se basa en
la deteccién de sondas marcadas que hibridan con
una secuencia complementaria de nucleétidos proce-
dentes de la muestra, esta vez DNA o ¢cDNA. En
esta técnica las sondas son inmovilizadas en placas
de vidrio mediante enlaces covalentes, de manera
que forman una monocapa ordenada sistematica-
mente llamada microarreglo. Estos microarreglos
pueden contener cientos de sondas diferentes com-
plementarias a secuencias conocidas de miRNAs. El
cDNA obtenido a partir del RNA (total o de tamano
pequeno, dependiendo de la plataforma) se marca
con un fluorocromo y se agrega a la placa para que
hibriden con la sonda complementaria. Finalmente,
se analiza la intensidad de la fluorescencia ubicada
en las diferentes posiciones de la placa a través de
un lector de fluorescencia. Al igual que en el Nor-
thern blot, esta técnica fue adaptada a la deteccién
de los miRNAs mediante el uso de LNAs. En la téc-
nica original era dificil alcanzar una temperatura de
disociacién homogénea para todas las sondas dife-
rentes de captura sin comprometer la sensibilidad y
especificidad, debido al tamafo pequeno de los
miRNAs y a que difieren entre si por un ntimero re-
ducido de nucleétidos. Se ha demostrado que esta
técnica es altamente reproducible y presenta una
alta correlacién con el qRT-PCR y la secuenciacién
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masiva, que en general son consideradas mas confia-
bles a nivel cuantitativo.!1311% Sin embargo, existen
evidencias de una falta de concordancia entre las di-
ferentes plataformas de microarreglos disponibles
comercialmente,4115 constituyendo una desventaja
con respecto a la comparabilidad de resultados entre
los diferentes estudios.

Otro método de deteccién utilizado ampliamente
es el qRT-PCR. Este método permite la cuantifica-
cién de miRNAs, tanto de los precursores como de
los miRNAs maduros, con alta sensibilidad y especi-
ficidad. Al igual que las técnicas anteriores, el qRT-
PCR se ha adaptado para la cuantificacién de los
miRNAs. Estas adaptaciones incluyen:

* Uso de sondas con estructura de rizo en la fase
de transcripcion inversa (RT) en combinacién
con el uso de sondas TagMan en la fase de PCR
(Applied Biosystems, referencia 116).

¢ Adicién de colas de poli-adenina al RNA en com-
binacién con la transcripcién inversa mediante
adaptadores de poli-timinas (Qiagen, referencias
117y 118).

* Uso de sondas LNA (Exigon, referencia 119).

El qRT-PCR presenta la ventaja de cuantificar
miRNAs a partir de cantidades muy pequenas de
RNA total, tales como 25 pg (Applied Biosystems),
100 pg (Qiagen) y 10 pg (Exigon); ademas de su alta
especificidad. Incluso ya estan disponibles placas
con cientos de sondas para la cuantificacién de 300-
800 miRNAs a la vez (Multiplex, Applied Biosystems).
La desventaja es el precio costoso en comparacion
con las técnicas alternativas.

Por otro lado, para identificar y localizar a los
miRNAs en el propio tejido o en la célula se requiere
de la técnica de hibridacién in situ (ISH). Esta técni-
ca ya fue adaptada para la determinacién de miRNAs
en vertebrados y plantas mediante el uso de
LNAs.120.121 1,05 autores demostraron la efectividad
de la deteccién de miRNAs en cortes de tejido con-
servados en parafina y fijados con paraformaldehido
mediante ISH. La ventaja particular de la ISH es
que proporciona la localizacién del miRNA dentro
del tejido; sin embargo, no es posible probar varios
miRNAs a la vez como en el caso del microarreglo.

Existe otro método alternativo para la deteccién
de miRNAs llamado Invader miRNA assay desarro-
llado por Allawi, et al.'?? en 2004. Dicho ensayo se
basa en el uso de dos oligonucleétidos especificos,
uno llamado sonda y el otro, invasor; ambos disena-
dos para hibridar con aproximadamente la mitad de
la secuencia del miRNA blanco (cada uno), pero el

extremo 5’ de la sonda no es complementario y que-
da libre de unirse miRNA. Al unirse al miRNA, el
oligonucledtido invasor se une totalmente a su se-
cuencia complementaria, pero el extremo 5’ de la
sonda queda sin unirse al miRNA, produciendo en
conjunto una estructura que es reconocida por una
enzima denominada Clavase (nombre en inglés).
Esta enzima escinde dicha estructura en la porcién
no-pareada y el fragmento entonces es liberado. Este
fragmento sirve de oligonucleétido complementario
para otro oligonucleétido unido a un colorante fluo-
rescente que es adicionado en una segunda fase de la
reaccién. Se mide entonces la fluorescencia produci-
da. Los autores reportan que este ensayo puede de-
tectar miRNAs directamente de un lisado celular,
evitando la necesidad de purificar el RNA, lo cual
constituye una ventaja metodolégica.

microRNAs QOMO
BIOMARCADORES EN CANCER PULMONAR

En cancer pulmonar se han reportado alteracio-
nes en los perfiles de expresién de miRNAs en el teji-
do tumoral comparado con tejido sano adyacente;
asi como evidencias de que dichos miRNAs tisulares
alterados podrian utilizarse en el diagnéstico, clasi-
ficacion histolégica y estimacién de la prognosis de
este tipo de cancer.

Yanaihara, et al.?” identificaron 43 miRNAs ex-
presados diferencialmente en el tejido tumoral de pa-
cientes con diagnéstico de NSCLC, al comparar el
patrén de expresion de 352 miRNAs conocidos en el
tejido tumoral vs. tejido sano adyacente de 104
muestras de pacientes (65 casos del tipo AD y 39 ca-
sos del tipo SCC) en diferentes estadios clinicos,
usando un método de analisis de microarreglos (ver
Métodos de detecciéon). Estos mismos autores anali-
zaron ademads los miRNAs identificados anterior-
mente en muestras independientes de 32 pacientes
diagnosticados con el tipo AD mediante qRT-PCR,
encontrando que la expresién incrementada de hsa-
miR-155 y disminuida de hsa-let-7a-2 estaban asocia-
das a una mala prognosis. Adicionalmente, no se
encontraron diferencias en la expresiéon de miRNAs
asociadas a la edad, género o raza en este estudio.

Takamizawa, et al.?3 reportaron que la expresién
disminuida del hsa-miR-let-7 estaba asociada signifi-
cativamente con una peor prognosis, concordando
con el trabajo anterior. En este estudio se analizaron
143 casos de pacientes con diagnéstico de NSCLC
(105 casos del tipo AD, 25 del tipo SCC, nueve del
tipo LCC y cuatro del tipo carcinomas de células ade-
noescamosas) mediante qRT-PCR y se comparé la so-
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brevida de dos grupos de pacientes clasificados con
base en la alta y baja expresién del hsa-miR-let-7.

Por otro lado, Volinia, et al.'?* reportaron 35
miRNAs expresados diferencialmente en tejido tumo-
ral de 123 pacientes con cancer pulmonar (sin espe-
cificar su clasificacién histolégica) al ser comparado
con tejido histolégicamente sano adyacente, median-
te un analisis de microarreglos de 190 miRNAs cono-
cidos. Entre ellos, los miRNAs hsa-miR-21, -17-5p,
-191, -128b, -199a-1 y -155 se encontraron alterados,
tanto en cancer pulmonar como en otros tipos de tu-
mores s6lidos como cancer de colon y de mama, indi-
cando que existen miRNAs comunes en condiciones
histopatolégicas tumorales.

A su vez, Yu, et al.'?5 analizaron la expresién de
157 miRNAs conocidos en tejido congelado de 101
pacientes con diagnéstico de NSCLC mediante qRT-
PCR y encontraron que la expresién en conjunto de
5 miRNAs puede ser predictivo de la sobrevida del
paciente. El conjunto o huella de 5 miRNAs com-
prende la expresién de hsa-miR-221 y hsa-let-7a aso-
ciada con mayor sobrevida; mientras que la
expresion de hsa-miR-137, hsa-miR-372 y hsa-miR-
182* esta asociada con menor sobrevivencia. La ex-
presion de hsa-let-7a, asociada a una mejor
prognosis, coincide con los datos reportados por Ya-
naihara y Takamizawa.?"123

Raponi, et al.1?6 realizaron un estudio para iden-
tificar miRNAs expresados diferencialmente en SCC
y aquéllos que pudieran usarse como marcadores de
prognosis. Estos autores analizaron la expresién de
328 miRNAs conocidos (mediante qRT-PCR) en
muestras congeladas de tejido tumoral de 61 pacien-
tes con SCC comparados con diez muestras de tejido
pulmonar normal adyacente; encontraron 15 miR-
NAs expresados diferencialmente en SCC. Entre
ellos resalta el hsa-miR-203, que también fue repor-
tado por Yanahaira, et al. como uno de los miRNA
expresado diferencialmente en SCC (pero no en AD)
comparado con tejido pulmonar normal adyacente.?’
Estos autores ademés encontraron (en un estudio a
tres anos de 54 pacientes con diagnéstico de SCC)
que los pacientes con una mayor expresién del hsa-
miR-146b presentaron una peor prognosis que los
pacientes con una menor expresion de dicho miRNA.

En otro estudio disenado para identificar marca-
dores que pudieran predecir la reincidencia de NS-
CLC después de un tratamiento quirargico, Patnaik,
et al.'?" analizaron la expresién de 752 miRNAs co-
nocidos en tejido tumoral conservado en parafina de
37 pacientes con recurrencia tumoral (17 AD; 11
SCC y nueve carcinoma bronquioalveolar) y 40 pa-
cientes sin recurrencia tumoral (18 AD; siete SCC y

15 carcinoma bronquioalveolar), en un seguimiento
de 32 meses y mediante andlisis de microarreglos.
Los pacientes seleccionados presentaron NSCLC en
estadio I y fueron tratados con reseccién quirargica.
Los resultados mostraron que los grupos de compa-
racion presentaron diferentes patrones de expresion
de 56 miRNAs, sugiriendo que dichos miRNAs po-
drian utilizarse como marcadores de predicciéon de
recurrencia tumoral en casos de NSCLC. Este traba-
jo, ademaés, demostro la factibilidad del analisis de
miRNAs extraidos de tejido preservado en parafina,
abriendo la posibilidad de estudios retrospectivos de
muestras conservadas en los bancos de patologia.

Respecto al uso de miRNAs como marcadores
para la clasificaciéon histolégica, Landi, et al.l?® re-
portaron 34 miRNAs expresados diferencialmente en
AD en relacién con SCC en muestras preservadas en
parafina de 205 pacientes masculinos fumadores y
usando analisis de microarreglos. Cuatro de ellos
(hsa-miR26a, hsa-let7g, hsa-let7f y hsa-miR-98) pre-
sentaron una diferencia > 2.0 veces en la expresion,
convirtiéndolos en candidatos potenciales como bio-
marcadores de diferenciaciéon de estos subtipos his-
tolégicos de NSCLC. Adicionalmente, estos autores
identificaron cinco miRNAs (hsa-miR-25, hsa-miR-
34c-5p, hsa-miR-191, hsa-let-7e y hsa-miR-34a), cuya
expresion en conjunto puede usarse para predecir la
sobrevida de pacientes con diagnéstico de SCC en un
andlisis que incluy6 107 pacientes fumadores del gé-
nero masculino en etapas tempranas del SSC.

Por su parte, Lebanony et al.,'?° también realiza-
ron un estudio para identificar miRNAs que sirvie-
ran como biomarcadores para diferenciar el SCC del
AD, usando un analisis de microarreglos de mues-
tras conservadas en parafina de 62 casos de SCC y
60 casos de AD. Utilizando el gqRT-PCR para verifi-
car los hallazgos iniciales y 36 muestras indepen-
dientes (21 SCC y 15 AD), aunado a un ensayo ciego
de validacién con 73 muestras extras independientes
(24 SCC y 49 AD); se encontré que el hsa-miR-205
es un marcador altamente especifico para el subtipo
histolégico SCC, con 96% de sensibilidad y 90% de
especificidad. Este miRNA no fue reportado como po-
sible candidato para distinguir el SCC en el estudio
de Landi, et al.'?® Sin embargo, otro trabajo repor-
tado por Bishop, et al.!3 parece confirmar el hallaz-
go reportado por Lebanony, et al. En este trabajo se
analizé la expresion del hsa-miR-205 (QRT-PCR) en
muestras de tejidos de 52 pacientes con SCC y 50
con AD diagnosticados histolégicamente; se encon-
tré que habia una correlacién de 100% entre el diag-
néstico histolégico y la alta expresion del
hsa-miR-205 en el SCC.
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Con la informacién actualmente disponible exis-
ten candidatos potenciales para el diagnéstico, prog-
nosis (Cuadro 2) y clasificaciéon histolégica de tipo
AD y SCC (Cuadro 3), los subtipos histolégicos mas
frecuentes de NSCLC. El uso de miRNAs tisulares
como biomarcadores ofrece la ventaja de que su ex-
presién no depende de la raza, edad y género, por lo
que las alteraciones en su expresién dependeran de
la condicién patolégica que sufra el individuo. Adi-
cionalmente, los miRNAs tisulares pueden ser ex-
traidos con éxito de muestras conservadas en
parafina, permitiendo la factibilidad de los estudios
retrospectivos. A pesar de las ventajas del uso de
miRNAs tisulares como posibles biomarcadores y de
las prometedoras evidencias que diferentes estudios
han demostrado (como la clasificacién correcta de
100% de los casos de SCC con el uso del hsa-miR-
205), atn se requiere de la validacién independiente
de muchos de los miRNAs identificados, asi como la
homogenizacién de criterios para su uso futuro en
andlisis clinicos de rutina. Mas aun, es necesario
notar que los estudios en cancer pulmonar no coin-
ciden en el tipo de miRNAs detectados. Existen algu-
nas explicaciones posibles a esta falta de
homogeneidad en los resultados y una de ellas es la
diferencia en el método de deteccién utilizado. En

muchos de los casos la técnica de eleccién para la de-
teccion de miRNAs fue la de microarreglos, seguida
por la confirmacién de los resultados por qRT-PCR.
De hecho, los microarreglos son una técnica excelen-
te y confiable para la deteccién de cientos de miR-
NAs a la vez, ya que es altamente reproducible y
ademds presenta una alta correlaciéon con el qRT-
PCR,131 el cual se considera un método cuantitativo
mas confiable por presentar una mayor sensibilidad
y especificidad que los microarreglos.!32 El problema
podria radicar en la falta de concordancia entre las
diferentes plataformas de microarreglos disponibles
comercialmente, ya que se ha demostrado una varia-
ci6n significativa en el nimero y tipo de miRNAs
identificados incluso en el nivel de expresién.115:131
Lo anterior podria provocar que ciertas diferencias
en los niveles de expresién de miRNAs entre indivi-
duos enfermos y sanos no sean detectadas, lo cual
constituye una pérdida de informacién muy valiosa,
ya que incluso alteraciones sutiles en la expresion de
miRNAs podrian inducir efectos biolégicos significa-
tivos. Se ha sugerido que estas divergencias entre
plataformas se deben a una falta de normalizacién o
bien a una normalizacién inadecuada de los datos
obtenidos en cada estudio en particular, aunada a
los criterios diferentes del nivel de astringencia usa-

Cuadro 2. Expresion de miRNAs titulares asociados a mala prognosis en el cancer pulmonar.

miRNA NUm. de muestras NUm. de Ensayo Conservacion Referencia
analizadas y miRNAS de la muestra
su clasificacion analizados
histologica
hsa-miR-155 T 104 (65 AD & 39 SCC) 352 Microarreglos No reportado Yanaihara, et al.%”
hsa-let7a-2 | 32 AD 73 gRT-PCR
hsa-let7 | 105 AD 1 gRT-PCR No reportado Takamizawa, et al.'®3
25 SCC
9LCC
hsa-miR-221 | gRT-PCR Tejido congelado Yu, et al.1%5
hsa-let-7a | 101 NSCLC 157
hsa-miR-137 T
hsa-miR-372 T
has-miR-182* T
hsa-miR-146b T 54 SCC 38 gRT-PCR Tejido congelado Raponi, et al.1%6
hsa-miR-25 | 107 SCC 440 Microarreglos 128 Landi, et a/.128
hsa-miR-34¢-5p | (todos fumadores
hsa-miR-191 | varones)
hsa-let-7e |
hsa-miR-34a
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Cuadro 3. Expresion de miRNAs titulares asociados a un tipo histoldgico de cancer pulmonar.

miRNA Expresion NUm. de muestras Num. de Ensayo Conservacion Referencia
asociada analizadas y su miRNAS de la muestra
clasificacion histolégica analizados
hsa-miR-262 205 AD Microarreglos Tejidoenparafina  Lendi, et al.128
hsa-let-7g AD SCC
hsa-let-7f Fumadores masculinos
hsa-miR-98
hsa-miR-205 60 AD Microarreglos
62 SCC
SCC gRT-PCR
21 SCC Tejido enparafina  Lebanony, et al.'®
15 AD
qRT-per
24 SCC Ensayo ciego
49 AD
hsa-miR-205 SCC 52 SCC gRT-PCR Tejido enparafina  Bishop, etal.!
50 AD

dos en cada una de las diferentes plataformas dispo-
nibles.!3! Lo anterior sefiala la importancia de ho-
mogenizar criterios con respecto al método de
normalizacién y astringencia usados en los diferen-
tes estudios donde se utilicen microarreglos para de-
tectar miRNAs.

Asimismo, el uso del propio qRT-PCR en la detec-
ciéon de miRNAs carece de un consenso respecto al
tipo de gen de referencia usado para la normaliza-
cién. Actualmente, existen varios trabajos publica-
dos que presentan como objetivo la validacién del
gen o genes de referencia para su uso en el qRT-
PCR,133-136 v ]o que destaca de estos trabajos son las
evidencias de que el uso de genes de referencias me-
nos estables resulta en una diferencia en la capaci-
dad de deteccion de los miRNAs que sufren
variaciones en la expresion al comparar tejido
neoplésico vs. sano.!3* A partir de estos trabajos se
sugiere que la validacion de los genes de referencia
deberia realizarse para cada tejido en particular;
ademas, se recomienda el uso de mas de un gen para
la normalizacidn, lo cual incrementa la precisiéon de
la cuantificaciéon.

En el caso particular de los estudios de miRNAs
tisulares en cancer pulmonar se observa que existe
una variedad de plataformas diferentes de miRNAs,
el uso comtn de un solo gen de normalizacién para
gRT-PCR y una variedad de diferentes genes de nor-

malizacién usadas en los estudios reportados a la fe-
cha. En la actualidad, existe una serie de trabajos
publicados, cuyo objetivo es proporcionar una guia
homogénea para el reporte resultados de los méto-
dos de identificacion/deteccién mas utilizados. Los
autores de estos trabajos forman parte de un con-
junto de cientificos dedicados a un proyecto de es-
tandarizaciéon de reporte de resultados conformado
por varios grupos de trabajo especializados en dife-
rentes areas que se retinen para homogeneizar
acuerdos (http:/www.mged.org/Workgroups/). Asi,
se tienen:137.138

* Guia MIQE. Informacién minima para la publica-
cién de experimentos de qRT-PCR.

* Guia MIAME. Informacién minima para la publi-
cacion de experimentos de microarreglos.

Precisamente, estas guias para el reporte de datos
cientificos no sélo serian de gran utilidad en el re-
porte homogéneo de datos en el caso particular de
los miRNAs en cancer, sino que permitiria a los lec-
tores analizar en cuales puntos metodolégicos radi-
carian las diferencias en los datos reportados hasta
el momento.

Con respecto a si los métodos de extraccion de
miRNAs pudieran afectar los resultados finales, has-
ta el momento no se han reportado estudios de com-
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paracién sistematica entre los diferentes métodos de
purificacién de miRNAs; sin embargo, en general, se
recomienda extraer primero el RNA total para verifi-
car la calidad de los RNAs contenidos en la muestra
y después proceder a la purificaciéon de la fraccién de
RNAs pequeiios (sélo si la técnica lo requiere) y pro-
ceder a los métodos de deteccién elegidos. Importan-
temente, se han reportado trabajos que indican que
el tipo y expresién de miRNAs extraidos de muestras
de tejido fijadas en parafina son relativamente esta-
bles y consistentes al compararlos con el tipo y ex-
presiéon de miRNAs extraidos de sus equivalentes
conservados en congelacién.134139,140

Por otro lado, cabe senalar que en algunos de los
estudios previamente mencionados no se estratifica-
ron en forma rigurosa las muestras de acuerdo con
los subtipos histolégicos del cancer pulmonar, por
ejemplo en un analisis de muestras de NSCLC sin
especificar si éstas corresponden al tipo AD o
SCC.125 Respecto a los datos reportados por otros
autores se sabe que existe una diferencia entre los
miRNAs expresados de acuerdo con el subtipo histo-
l6gico,'?8 1o cual podria causar disparidades en los
datos obtenidos. Ademas, la mayoria de los estudios
no mencionan si hubo tratamiento oncolégico y el
tipo, lo cual podria afectar a éste y a los niveles de
los miRNAs detectados al momento de la toma de la
muestra. Uno més es que la mayoria de los estudios
no menciona una estratificacién por estadio clinico
de la enfermedad que, aunque no existen evidencias
actuales de que los miRNAs pudieran variar a lo lar-
go de los diferentes estadios, si es un factor muy im-
portante que debe considerarse en el anélisis,
precisamente porque no se conoce el patréon de ex-
presion de los miRNAs durante el progreso de la en-
fermedad.

La falta de un consenso en los criterios de detec-
ciéon y normalizacién requiere de ser resuelta, ademés
que seria recomendable establecer criterios de anéli-
sis més estrictos con respecto al tipo histolégico, es-
tadios clinicos y tratamiento del cancer pulmonar;
sin embargo, los estudios reportados al momento de-
muestran —sin lugar a duda- el potencial de los miR-
NAs como biomarcadores aunado a su estabilidad y
falta de dependencia del género, edad y raza de los in-
dividuos. Més atin, no se debe de perder de vista la po-
sibilidad de usar a los miRNAs como blancos
terapéuticos potenciales, ya que la capacidad de un
miRNA de regular multiples mRNAs blancos los con-
vierte en una poderosa herramienta de regulacién de
la expresién genética sin producir una alteracion di-
recta en el DNA. Para ello, se requieren estudios fun-
cionales adicionales que permitan definir las rutas

metabdlicas o vias de sefnalizacién intracelular regu-
ladas por los miRNAs de interés.

Mientras que estos estudios contindan, debido al
innegable potencial de los miRNAs en tejido, el difi-
cil acceso al material biol6gico en el caso particular
del cancer pulmonar permanece como un problema
por resolver. Una alternativa muy atractiva es el
anéalisis de miRNAs en circulacién sanguinea.

microBNAs EN ;
CIRCULACION SANGUINEA

En 2008, se reporté el hallazgo de miRNAs en el
suero y plasma de muestras clinicas, en forma esta-
ble y protegidos de la actividad de RNAsas endége-
nas en circulacién sanguinea; ademés, fueron
resistentes a multiples ciclos de congelamiento-
descongelamiento y condiciones de pH extremas.141:142
Estas caracteristicas son deseables en biomarcadores
potenciales para el uso clinico de rutina (ver Carac-
teristicas de biomarcadores). Rapidamente se encon-
traron evidencias de que los miRNAs séricos podrian
ser biomarcadores potenciales para el diagnéstico de
neoplasias malignas, tales como cancer de préstata,
colorrectal y ovarico.141-145 En estos estudios se en-
contré que los niveles de miRNAs en el suero de pa-
cientes con dichas enfermedades presentan un
patrén alterado distinguible de los individuos sanos.
Importantemente, Mitchell, et al.'*! usaron un mo-
delo de xenotrasplante, donde células humanas de
cancer de prostata son implantadas en ratones
NOD/SCID y encontraron a miRNAs de origen hu-
mano presentes en el suero de los ratones, lo que in-
dicaba que miRNAs viables en circulacién fueron
producidos por las células tumorales implantadas.

A la fecha, cuatro estudios han reportado la detec-
cién de miRNAs en circulacién como biomarcadores
potenciales del cancer pulmonar. Un estudio realiza-
do en una poblacién de origen asiatico (China), iden-
tificé a los hsa-miR-25 y hsa-miR-223 séricos como
candidatos a biomarcadores que permiten distinguir
a los individuos con diagnéstico de NSCLC de aqué-
llos clinicamente sanos del grupo control. Lo anterior
usando 152 muestras de pacientes con NSCLC com-
parado con 75 muestras de individuos sanos (de 20-25
anos de edad) mediante qRT-PCR.1#2 Otro estudio rea-
lizado en 2010146 report6é que en conjunto los miR-
NAs del suero de pacientes con cancer de préstata,
ovéarico y pulmonar podrian ser empleados para dis-
criminar entre los pacientes con cancer y los indivi-
duos sanos, usando un ensayo basado en
microarreglos construido con base en 547 secuencias
conocidas de miRNAs proveniente de tejido. Sin em-
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bargo, este estudio usé inicamente dos muestras de
NSCLC y una muestra del grupo SCLC, las cuales
presentan diferente comportamiento clinico, ademés
del origen histopatolégico distinto.'*” Otro estudio
realizado por Séller, et al.148 report6 que los niveles
de 24 miRNAs provenientes de la fraccién celular de
sangre periférica de pacientes diagnosticados con NS-
CLC estaban alterados significativamente respecto a
los individuos sanos, basandose en un analisis de mi-
croarreglos de 866 miRNAs tisulares conocidos y
qRT-PCR. Este estudio analiz6 17 pacientes (siete ca-
sos de AD, siete casos de SCC, un caso de carcinoma
bronquioalveolar, un caso de carcinoma adenoesca-
moso y un caso de carcinoide tipico) en estadios I a
ITI y 19 individuos sanos. Dicho estudio presenté la
desventaja de usar células de sangre periférica, por lo
que no es posible descartar la posibilidad de que los
miRNAs alterados sean resultado de la respuesta in-
munoldgica de los pacientes. Sin embargo, si los miR-
NAs cumplen con los criterios necesarios para ser
utilizados para diagnoéstico (ver Caracteristicas de un
biomarcador), no es un requisito que sea secretado
por las células de cancer. La desventaja principal de
este estudio consiste en el nimero limitado de mues-
tras, y sin datos respecto a tratamientos previos o
presencia de comorbilidades (que pudieran afectar el
perfil de miRNAs). Incrementar el ntimero de la
muestra, asi como la estratificaciéon de los casos con
tratamiento y sin tratamiento, ayudaria a identificar
con mayor certeza a los miRNAs candidatos como
biomarcadores en una prueba diagnéstica, indepen-
dientemente de su origen.

Por ultimo, Hu, et al.'*? realizaron un estudio de
secuenciacién de los miRNAs contenidos en el suero
de 60 pacientes con NSCLC (un grupo de 30 pacien-
tes con mayor sobrevida respecto a otro grupo de 30
pacientes con menor sobrevida, en estadios clinicos
I-IITa) en una poblacién de origen asiatico (China);
usando un método de secuenciacién genémica masi-
va llamado SOLEXA seguido por ensayos de valida-
ci6n cuantitativa mediante qRT-PCR. Este estudio
reporté que niveles séricos elevados de hsa-miR-486
y hsa-miR-30d, asi como niveles bajos de hsa-miR-1
y hsa-miR-499 estaban asociados a menor sobrevida
de pacientes diagnosticados con NSCLC.

Cabe mencionar que en mayo 2011 se publicé en
linea un estudio realizado por Chen, et al.,'* donde
reportaron el hallazgo de diez miRNAs séricos ex-
presados diferencialmente en pacientes con NSCLC
respecto a individuos sanos. Los datos indican que
este grupo de miRNAs, en conjunto, es capaz de dis-
tinguir a los pacientes con NSCLC de los individuos
sanos con alta sensibilidad y especificidad. Los datos

también indican que el uso del conjunto de los diez
miRNAs era mas confiable que el uso de los miRNAs
individuales para una prueba diagnéstica.

Este estudio es la continuacién de aquel publica-
do en 2008 por Chen, et al.,'*? los autores reporta-
ron que previamente se identificaron 100 miRNAs
expresados diferencialmente en pacientes diagnosti-
cados con NSCLC mediante secuenciacién masiva en
paralelo; esos 100 miRNAs fueron los que se anali-
zaron en el estudio de 2011 usando 400 muestras de
pacientes con NSCLC vs. 220 controles sanos y la
técnica de qRT-PCR.

Lo que llama la atencién es que de los 100 miR-
NAs identificados previamente en el estudio de 2008,
21 de ellos no pudieron ser detectados en el estudio
de 2011, mientras que 63 fueron detectados de mane-
ra confiable. De los 63 miRNAs detectados, sélo diez
de ellos fueron expresados diferencialmente en los
pacientes con NSCLC vs. controles sanos, lo cual in-
dica una inconsistencia con los datos previos. Si
descartamos la posibilidad de una falta de correla-
cién entre los resultados de la secuenciacién masiva
y el qRT-PCR,!!% queda la posibilidad de que la dife-
rencia en el nimero de muestras usadas en el pri-
mero y segundo estudio (25 y 400 muestras,
respectivamente) sea lo que marque la diferencia en
los datos encontrados. Esto podria reflejar una dis-
paridad en la capacidad de deteccién del primero y
segundo estudio con respecto a diferencias en los ni-
veles de miRNAs entre pacientes y controles. Otros
factores que pueden influir son la existencia de tra-
tamiento o no, presencia de metéstasis, presencia de
otro tipo de cdncer o comorbilidades importantes,
ete. Sin embargo, lo anterior no puede ser discutido,
ya que el primer estudio no proporciona detalles en
su andlisis de las muestras, a diferencia de la exce-
lente descripcién proporcionada en el trabajo de
2011. A pesar de lo anterior, el estudio de 2011 re-
presenta un gran avance en la basqueda de biomar-
cadores de diagnéstico del cancer pulmonar, ya que
muestra evidencias de no sélo uno, sino de diez miR-
NAs potenciales para una prueba diagndstica no-in-
vasiva. El temor de que se perdiera informacién
valiosa durante la primera etapa del estudio (otro
tipo de miRNAs expresados diferencialmente) podria
sobrellevarse si estos diez miRNAs resultaran apli-
cables en la clinica. Recordemos que las pruebas de
diagnéstico disponibles son invasivas y dolorosas
para el paciente.

Cabe senalar que este primer estudio requiere de
verificaciéon por otros grupos de trabajo y con gru-
pos de muestras independientes (ver recomendacio-
nes en Guia de cinco pasos para el desarrollo,
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evaluacién y validacién de biomarcadores). También
es importante senalar que estos estudios se han en-
focado inicamente en la poblacién asiatica y, a dife-
rencia de los miRNAs en tejido, no se han realizado
estudios enfocados a verificar la influencia de la
raza en los perfiles de expresién de los miRNAs séri-
cos. Por lo anterior seria recomendable verificar es-
tos datos en poblaciones con distintos fondos
raciales, pero aun cuando se verificara que existen
diferencias en el tipo de miRNAs séricos dependiendo
de la raza, lo que procederia es disenar cuidadosa-
mente una estrategia para utilizar aquellos miRNAs
comunes como biomarcadores, ya que las ventajas
que ofrece un método no-invasivo en el cancer pul-
monar son inestimables.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Uno de los mayores retos en cancer, incluyendo el
pulmonar, es lograr el desarrollo de tratamientos
personalizados basados en las caracteristicas indivi-
duales de cada paciente y del tipo especifico de can-
cer que presenten. Lo anterior se convierte en una
meta necesaria en la lucha contra el cancer, debido a
la heterogeneidad del comportamiento tumoral —aun
en el mismo tipo histolégico de cancer—y a la hete-
rogeneidad de la respuesta del propio individuo al
tumor y a la terapia; asi como a la existencia de fac-
tores multiples (genéticos y ambientales) que inci-
den en el desarrollo del proceso neoplasico. Al
respecto, el uso de los miRNAs como biomarcadores
potenciales ofrece un campo prometedor en el desa-
rrollo de pruebas diagnésticas, de clasificacién y de
seguimiento del comportamiento tumoral; ofreciendo
ademas la alternativa del desarrollo de pruebas no-
invasivas. Las evidencias hasta el momento indican
claramente que la expresion de miRNAs se encuen-
tra alterada en los procesos neopléasicos, que son te-
jido-especificos, que parecen no depender de la raza,
género o edad; todas ellas, caracteristicas deseables
en biomarcadores. Sin embargo, para que los miR-
NAs puedan ser usados finalmente en pruebas de
uso clinico se requiere de la validacién independiente
de los datos reportados, ademas del desarrollo de
pruebas diagnésticas o de prognosis validadas clini-
camente que puedan ser desarrolladas de manera
practica en un laboratorio e interpretadas facilmen-
te por personal clinico y de laboratorio. Por otro
lado se requiere del uso de multiples miRNAs como
biomarcadores para cubrir la posible heterogeneidad
de expresién de una poblacién abierta. A lo anterior
se suma la necesidad del desarrollo de pruebas que
sean reproducibles en cualquier laboratorio y que

presenten un costo accesible para su implementa-
cién como pruebas de rutina, ademas de la inclusién
de controles de calidad que las conviertan en prue-
bas confiables.

Para que lo anterior pueda ser posible en el can-
cer pulmonar, es necesario realizar un disefo cuida-
doso de las muestras en un estudio, que incluya la
clasificacién correcta del tipo histolégico y estadio
del tumor y el tipo de tratamientos recibidos. Estos
factores influyen directamente en el comportamiento
tumoral y, por ende, es probable que influyan direc-
tamente en el tipo y expresion de miRNAs. Ademas,
existen factores ambientales como la exposicién al
tabaco (tabaquismo activo o pasivo) y al humo de
lena que deben ser cuidadosamente analizados, ya
que influyen en el desarrollo y agresividad del can-
cer pulmonar. Igualmente importante es la estanda-
rizacién de las técnicas de obtencién y andlisis de
los miRNAs para su final aplicacién como posibles
pruebas diagnésticas o de prognosis.

En el caso particular del cancer pulmonar, donde
el indice de mortalidad es el més alto, tanto a nivel
mundial como en México, es urgente explorar estrate-
gias alternativas como el uso de los miRNAs como
biomarcadores. A este respecto, en el Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Respiratorias (INER) se han ini-
ciado proyectos de investigacién enfocados al uso
potencial de los miRNAs en tejido y circulacién como
biomarcadores para el diagnéstico y prognosis del
cancer pulmonar, bajo el contexto genético y de expo-
sicién ambiental de la poblacién mexicana. El INER
es un instituto que brinda servicios de salud de tercer
nivel y es un centro de investigacién de enfermedades
respiratorias de la Secretaria de Salud Publica (SSA),
en la Ciudad de México. Dichos proyectos incluyen el
inicio de colaboraciones con el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN, de la SSA) y la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Na-
cional Auténoma de México (Unidad de Biomedicina-
FES Iztacala) para la integracién de un equipo de
trabajo multidisciplinario que permita consolidar el
desarrollo de esta linea de investigacion que pretende
contribuir a soluciones potenciales para este impor-
tante problema de salud publica.

Cabe senalar que este tipo de iniciativas ya se
han establecido en otros paises como Espana, donde
ademas se promueve la exploracion de este nuevo
campo de la investigacién, como fue expuesto recien-
temente en el marco del XXVIII Congreso Nacional y
IT Internacional de Oncologia a través de la ponen-
cia del Dr. Jestis Garcia Foncillas (Divisién de On-
cologia y Laboratorio de Farmaco-Genémica del
Centro para la Investigacién Médica Aplicada CIMA
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de la Universidad de Navarra Espana). De acuerdo
con la experiencia cientifica del Dr. Foncillas en
cancer gastrico y colorrectal, 1152 es necesario una
inversién financiera y tecnolégica enfocada a pro-
fundizar sobre el papel de los miRNAs involucrados
en la progresion histopatoldgica, proliferacién, inva-
sién, metastasis y quimiorresistencia, debido al im-
pacto potencial del uso de los miRNAs en la
oncologia clinica actual.
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