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| &cido ribonucleico (RNA) es un

dcido nucleico formado por una

cadena de ribonucledtidos que

desempena diversas funciones.

La primera funcidon que se asignd
al RNA, alrededor de 1939, fue su participacion
en la biosintesis de proteinas o traduccidn, pro-
ceso en el que participan tres tipos de RNA,
el mensajero (MRNA), el de transferencia y el
ribosémico. En las células, el flujo de informa-
cidon desde el DNA a la proteina no transcurre
directamente por la lectura de la informaciéon
codificada en el DNA. El DNA se utiliza como
molde en el proceso de transcripcidén para
sintetizar una molécula informativa, el mMRNA
que, por tanto, porta la informacidon del DNA
para la sintesis de las proteinas y es denomina-
do RNA codificante. La secuencia de nucleé-
fidos del mRNA determina la secuencia de
aminodcidos que tendrd la proteina. Los RNA
de transferencia, moléculas adaptadoras,
leen los tripletes codificadores del mensajero
y aportan los aminodcidos que se incorporan
a la cadena polipeptidica en crecimiento. El
RNA ribosdmico junto con proteinas, forma los
ribosomas, que se consideran como la fabrica
migratoria donde se biosintetizan las proteinas.

Petunias y silenciamiento génico
*http://en.wikipedia.org
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Estos RNA, los de tfransferencia y los ribosoma-
les, aunque son fundamentales en el proceso
de la tfraduccién, no codifican proteinas por lo
que se clasifican como RNA no codificantes.

Los RNA no son solo las moléculas fundamen-
tales en la biosintesis de proteinas, los geno-
mas de eucariotas codifican una amplia va-
riedad de especies de RNA. De hecho, en los
Ultimos anos se han descrito un gran nimero
de diferentes RNA no codificantes, enfre los
que se encuentran los denominados RNA pe-
quenos, que desempenan diversas y variadas
funciones dando cuenta de la versatilidad de
las moléculas de RNA. Asi, entre otfros papeles,
algunos RNA tienen actividad catalitica (ribo-
zZimas), ofros participan en el procesamiento o
maduracién del mMRNA y otros desempenan un
papel clave en la regulacién de la expresion
génica. De las investigaciones realizadas en
los Ultimos afos, se podria resaltar el desculbri-
miento de los RNA de interferencia (siRNA) vy
de los microRNA (miRNA) por las puertas que
han abierto al conocimiento sobre la regula-
cién de la expresidn génica vy las posibilidades
que ello conlleva en el desarrollo de nuevas
terapias.

ALGUNOS ANTECEDENTES

Como primer antecedente, cabe resenar un
mecanismo que se describid inicialmente en
bacterias hace alrededor de 50 anos, que se
basa en una de las actividades del RNA, la
inhibicién por RNA antisentido. Los RNA anti-
sentido son RNA de una sola cadena que tie-
nen una secuencia complementaria a algun
MRNA especifico y que producen un bloqueo
de la fraduccién de dicho mRNA. Asi, la intro-
duccidén experimental de un RNA exdgeno en
las células puede ser utilizada en ciertos siste-
mas biolégicos para interferir con la funcion de
un gen enddgeno. Este descubrimiento abrid
la puerta a una potencial terapia basada en
el uso de oligonucledétidos. De hecho, un oli-
gonucledtido sintético de 21 nucledtidos (fo-
mivirsen), disenado para que sea resistente a
la degradaciéon por nucleasas, se utiliza como
una droga antiviral para tratar la renititis por
citomegalovirus.

Sin duda, una revolucién en el mundo del RNA
fue el descubrimiento del proceso denomina-
do silenciamiento por RNA, o mecanismo de
RNA de interferencia, que inicialmente recibid
otros nombres como cosupresidn o silencia-
miento génico post-transcripcional. En este
proceso, dos tipos de RNA pequenos, los RNA
pequenos de interferencia y los microRNA, son
clave en la regulaciéon de la expresion génica.
Nos debemos remontar tan solo a la década
de los anos 90, cuando se describio la existen-
cia de mecanismos de silenciamiento génico
introduciendo en petunias genes implicados
en la pigmentacién (gen de la enzima chal-
cona sintfasa) con el fin de incrementar la

El nemdatodo Caenorhabditiselegans
*http://en.wikipedia.org

expresion de dichos genes y obtener petunias
con un colorido md&s atractivo (Napoli et al.,
1990). Sorprendentemente, los resultados ob-
tenidos fueron contrarios a lo esperado: se ob-
tenian petunias menos pigmentadas, jaspea-
das o blancas. Se habia conseguido anular la
expresion del producto génico en vez de in-
crementarla. La reduccién de la actividad de
la chalcona sintasa se asocié con una degra-
dacion especifica del mRNA de dicha enzima.
Asi quedd patente que los genes intfroducidos
podian silenciar genes similares de la misma
planta. También fue clave la contribucién de
los virélogos, que investigaban para mejorar
la resistencia de plantas a infecciones virales,
gue describieron el mismo fendmeno al que
denominaron “silenciamiento génico inducido
por virus”. Laresistencia a infecciones virales se
producia no solo en plantas que expresaban
proteinas virales especificas sino también en
plantas que portaban RNA pequenos no codi-
ficantes virales.

Investigaciones posteriores pusieron de mani-
fiesto que procesos similares, al descrito inicial-
mente en plantas, también operan en orga-
nismos eucariotas. En este sentido, un frabajo
frascendente sobre el RNA de interferencia fue
el publicado en 1998 por Andrew Fire y Craig
Mello utilizando el nemdtodo Caenorhabditis



elegans para manipular la expresion génica
(Fire et al., 1998). Seleccionaron el gen unc-22,
gue codifica una proteina abundante pero no
esencial de los miofilamentos, y de la que hay
varios miles de copias del mMRNA en cada célu-
la de musculo estriado. La alteracién o pérdida
de la funcién del gen se analiza por los cam-
bios producidos en el fenotipo de C. elegans.
Observaron un silenciamiento génico medio-
do por los RNA de doble cadena (dsRNA), que
es sustancialmente mds efectivo para reducir
la expresion de genes que el RNA antisentido
monocatenario cuyo efecto es moderado. El
mecanismo se inicia por un dsRNA que contie-
ne alguna secuencia semejante a la del mMRNA
enddgeno del gen diana cuya actividad va a
ser reprimida. Propusieron que el proceso con-
sistia en una interferencia a nivel post-transcrip-
cional, es decir, afectaba al mMRNA procesado
o maduro, ya que los dsRNA correspondientes
a varios infrones o a secuencias del promotor
no producen una interferencia detectable. Asi,
la expresion de una proteina diana se suprime
estimulando la degradaciéon especifica de su
MRNA, hecho que depende del RNA de doble
cadena.

El alcance de este descubrimiento fue tal que,
en el ano 2006, Andrew Fire y Craig C. Mello
fueron galardonados con el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina por “su descubrimiento
del RNA de interferencia - silenciamiento géni-
co por RNA de doble cadena”. El silenciamien-
to génico mediado por dsRNA desempefna un
papel esencial en numerosos procesos, entre
otros, en el desarrollo, diferenciacion celular,
proliferacién celular, muerte celular, estructura
de los cromosomas o la resistencia a virus.

EL DESCUBRIMIENTO DE LOS microRNA
En 1993, se describen por primera vez los de-

nominados MiRNA, como resultado de los estu-
dios genéticos, realizados en C. elegans, sobre
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el defecto de genes en el desarrollo de la larva.
Los dos primeros genes de miRNA descubiertos
fueron identificados como RNA pequenos no
codificantes: en 1993 el miembro fundador de
esta familia de miRNA, lin-4 (Lee et al., 1993), y
siete anos después, el lin-7 (de 22 y 21 nucledti-
dos, respectivamente). Estos poseen actividad
represora de la fraduccién del mRNA y son un
ejemplo de cémo se produce una expresion
coordinada de dos miRNA, dictando las pau-
tas a través de las diferentes fases larvarias. Asi,
al final del primer estado larvario el miRNA lin-4
bloguea la traduccién de los MRNA de las pro-
teinas LIN-14 y LIN-28, posibilitando el desarrollo
de las siguientes etapas larvales. En la cuarta
etapa larval se inicia la produccién del miRNA
let-7, que forma también hibridos con el mRNA
de la proteina LIN-41(un inhibidor de la protei-
na LIN-29), por lo que esta Ultima proteina, ne-
cesaria para la generacion de lingjes celulares
adultos, se sintetizard.

Desde entonces, el niUmero de publicacio-
nes sobre los MIRNA se ha ido incrementando,
de forma sorprendente, de unos 250 artficulos
anuales en el ano 2002 a mds de cuatro mil en
el ano 2010. Este aumento da cuenta no solo de
la presencia de miRNA en una variedad de ani-
males, plantas y virus, sino también de su papel
en la regulacién de procesos tan diversos que
van desde el desarrollo a diferentes procesos
fisiolégicos en el organismo adulto, tales como
diferenciacién, proliferacién y muerte celular.
Ademds, estudios realizados en los Ultimos anos
han demostrado que su expresion se altera en
una serie de patologias humanas.

“El silenciamiento génico
mediado por dsRNA
desempena un papel
esencial en humerosos
procesos.”

pre-microRNA.

*www.evewassoright.com

¢{QUE SABEMOS DE LOS microRNA?

Los miRNA son pequenos RNA de interferencia,
de 19 a 25 nucledtidos, que contienen secuen-
cias complementarias a las de diversos mRNA
y, dependiendo del grado de complementa-
riedad, pueden promover la degradacion del
MRNA diana o inhibir su traduccién. Su funcion
se define como reguladores negativos de la ex-
presion génica en organismos eucariotas. Los
MIiRNA se agrupan en familias segun la homo-
logia de su secuencia, aungque no estd claro si

los miembros de una misma familia confrolan
procesos bioldgicos similares. Los miRNA, zson
grandes reguladores? Se han identificado al-
rededor de unos 1000 miRNA en el genoma
humano, pero se estima que pueden existir
mds. Ello puede suponer hasta alrededor
de un 4% de todos los genes expresados
y, ademds, los datos bioinformdaticos es-
fiman que alrededor de un 30% de los
genes que codifican proteinas estdn
regulados por estas moléculas, por lo
que se consideran el tipo fundamen-
tal de reguladores génicos (Wang,
2010). El panorama es complejo ya que
un Unico MiRNA puede regular a varios
MRNA, por lo que el efecto de estos
reguladores puede ser muy extenso,
y un mRNA puede estar, a su vez, re-
gulado por varios miRNA. Ademas, los
genes de miRNA se pueden organizar
en agrupamientos, por lo que los pro-
ductos de la expresién de dichos agru-
pamientos se pueden sincronizar para
regular un conjunto de mRNA diana, lo que
repercutird en el control de la expresion géni-
ca. Sin embargo, es alentador que los MiRNA
exdgenos puedan integrarse en la maquinaria
de regulacién vy, por ello, pueden ser de gran
interés terapéutico.

¢COMO SE BIOSINTETIZAN LOS microRNA?

No es fdcil presentar la biogénesis de los
MiRNA de forma simple pero es importante pa-
ra entender posteriormente cémo una desre-
gulacion de este proceso puede conducir a un
proceso patoldgico. Los precursores de miRNA
proceden de la expresidon de genes que se
franscriben por la RNA polimerasa Il, y dicha
expresion estd condicionada por los elementos
reguladores propios de su gen. Sus secuencias
también pueden provenir de intrones de genes
gue codifican proteinas. En este caso la expre-
sién de los miRNA estaria correlacionada con



la regulacién transcripcional de los genes de
dichas proteinas, y ello daria cuenta de una
expresion dependiente de tejido y de tipo celu-
lar. En cualguier caso, se obtiene una molécula
precursora de un tamano alrededor de 1000
nucledtidos a la que se denomina pri-miRNA.
Estos son largos precursores a partir de los cua-
les se obtendrdn las moléculas funcionalmen-
te activas. Estos trdnscritos primarios se pliegan
estableciendo interacciones intramoleculares
enfre regiones con complementariedad que
les permite adoptar estructuras en forma de
horquilla (tallo-asa), que serdn reconocidas
por los sistemas de maduracion. En mamiferos,
las formas precursoras se cortan en el nucleo
por la endonucleasa RNasa lll conocida como
Drosha, que estd asociada con la proteina
DGCRS, rindiendo un producto de unos 60-70
nucleotidos (pre-miRNA). Este es exportado al
citoplasma a través del complejo dependien-
te de RAM-GTP, exportina-5. En el citoplasma,
la molécula es cortada por Dicer, otra endo-
nucleasa RNasa lll, asociada a las proteinas
TRBP y PACT, proporcionando una molécula de
doble cadena (MIRNA duplex) de alrededor
de 22 nucledtidos. Una cadena, el miRNA ma-
duro (la hebra del miRNA cuya
secuencia es complementaria
al mRNA diana) se asocia con
el complejo RISC (RNA-induced
silencing complex o complejo

“El impacto
de los miRNA
en cancer,
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a como lo hacen los siRNA, conduciendo a su
degradaciéon. En ambos casos el resultado es la
disminucidon del nivel de la proteina codificada
por el MRNA.

Varias evidencias experimentales apuntan a
que los miRNA fambién pueden estar impli-
cados en la regulacién de la estructura de la
cromating, lo que conlleva un proceso de silen-
ciamiento génico. Entre los genes diana de los
MIiRNA hay enzimas de la maquinaria epigené-
tica, como las DNA metiltransferasas, histona
desacetilasas e histona metiliransferasas. A su
vez, eventos epigenéticos, como la metilacion
del DNA vy las modificaciones de histonas, pue-
den estar implicados en el control de la expre-
sidn de los MiRNA.

microRNA Y CANCER

Se han apuntado diversas posibilidades para
explicar la pérdida de la regulacién de la ex-
presion de un determinado miRNA, como el fa-
llo en la regulacién post-transcripcional de los
MIiRNA, la silenciaciéon transcripcional asociada
a una hipermetilaciéon de promotores en isletas
CpG, larepresion transcripcional
de miRNA por factores oncogé-
nicos o mutaciones que deterio-
ran el procesamiento de genes
miRNA. A modo de ejemplo, las

silenciador inducido por RNA), tumorigénesis enzimas o componentes de los
que también participa en la re- t, t . complejos implicados en la ruta
presion por sikRNA en el mecanis- v metastasis del procesamiento de mMIRNA
mo de interferencia. ARISC se le ya es pueden ser ellos mismos dianas
considera la maquinaria cato- patente_” de una disfunciéon génica, lo

litica responsable de la degra-

dacion del mRNA diana o de la

inhibicion de la fraduccion. En células animales
el complejo RISC-miRNA se une a multiples si-
tios en la regién del extremo 3’ terminal (3°'UTR)
del mRNA diana, con una complementarie-
dad miRNA-mRNA imperfecta, bloguedndose
la biosintesis de proteinas. Algunos miRNA, por
ejemplo en plantas, pueden formar un diUplex
perfecto con su mRNA diana, de forma similar

que confribuye a incrementar

la transformacién celular. En
este sentido, en carcinomas esporddicos y he-
reditarios con inestabilidad en microsatélites, se
han identificado mutaciones en el gen TARBP2
(TAR RNA-binding protein 2) que codifica un
componente integral que contfiene el comple-
jo DICER1. Por tanto, la disfuncion de TRBP estd
asociada a una desestabilizacién de la protei-
na DICER y a un defecto en el procesamiento

de los miRNA. La reintroduccién del
gen TRBP2 en células deficientes
restaura la produccidén efectiva de
los MiIRNA e inhibe el crecimiento tu-
moral (Melo et al., 2009).

También, el transporte de los pre-
miRNA del nuUcleo al citoplasma

es clave y estd regulado. En varias
lineas tumorales se ha descrito que
defectos en la exportina-5 por mutacio-
nes de su gen (XPOS5) hacen que los pre-
MIiRNA queden retenidos en el nicleo. Al
reducirse la eficiencia del procesamiento,

el nivel de los miRNA maduros disminuye en el
citoplasmay, por tanto, no inhiben a sus dianas
(Melo et al., 2010).

El impacto de los miRNA en cdncer, tumorigé-
nesis y metastasis ya es patente, como ha que-
dado demostrado por el abrumador nUmero de
articulos centrados en este tema y en su papel
como biomarcadores en cdncer (Macfarlane
y Murphy, 2010). Md&s de la mitad los miRNA hu-
manos estdn localizados en regiones cromoso-
micas especificas, que incluyen sitios fragiles y
regiones que frecuentemente pueden ser am-
plificadas, delecionadas, reordenadas, o en las
que se puede integrar DNA plasmidico o el de
virus asociados a tumores. Todo ello conduce a
una expresion aberrante de los MiIRNA en carci-
nogénesis. De hecho, la primera conexion entre
los MiIRNA y el cdncer se describe en 2002 (Calin
et al., 2002); se observd que los miR-15y miR-16
estdn localizados en el cromosoma 13914, re-
gién que se deleciona en la mitad de los casos
de leucemia linfocitica crénica. A los miRNA
que desempenan un papel en cdncer (desa-
rrollo, progresidn, diagndstico, prognosis) se les
designa como miRNA oncogénicos u oncomiR.

La implicacién de los miRNA en procesos car-
cinogénicos indica que pueden actuar como
oncogenes 0 como genes supresores de tumo-
res, segun la accion del gen que estén regulan-
do, lo que explicaria por qué un mismo MIiRNA

Complejo/
interaccién
proteinaTRBP2-
miRNA.

puede funcionar como oncogén
o0 como supresor fumoral en diferen-
tes tejidos. La amplificacion o sobreex-
presidon de un MiRNA que actia como un on-
cogén, reduce la expresidn de un gen supresor
de tumores o los implicados en diferenciacion,
contribuyendo a la formacion del tumor, como
por ejemplo en cdncer de pdncreas los miR-
125b, miR-103 y miR107. Por el contrario, otros
MIiRNA pueden reducir la expresidén de genes
oncogénicos y se comportarian como supre-
sores de tumores; un ejemplo seria el miR-34a,
que estd silenciado en varios tipos de cdncer.
Otros miRNA se han relacionado con el proce-
so de metdstasis. En este sentido, se ha descrito
que un grupo de miRNA cuya expresion se pier-
de en cdncer de mama esta relacionado con
la capacidad metastdsica de dichas células
(Tavazoie et al., 2008). Al restaurar la expresidon
de los miR-126 y miR-335 mediante vectores re-
trovirales, se consigue disminuir la colonizacion
del pulmén y del hueso, por lo que estos MiRNA
se definen como supresores de metdstasis.

Ademds, la expresion de los miRNA se correla-
ciona con el desarrollo de determinados tipos
de cdncer. Por ejemplo, a la familia miRNA let-
7a se le ha asignado un papel en la patogéne-
sis del cdncer de pulmén. Let-7 actia como un
gen supresor de fumores ya que inhibe la expre-
sibn deloncogénrasy su expresion se reduce en
cdncer de pulmdn de célula pequeia. Por otro



lado, miR-21 se sobreexpresa en glioblastoma
y cdncer de mama y pancredtico ya que pro-
voca una seial de superviviencia y las células
son menos susceptibles a entrar en apoptosis.
Ademds, el control de la traducciéon ejercido
por los miRNA juega un papel importante en el
mecanismo molecular de resistencia a quimio-
terapias basadas en el empleo de antifolatos y
fluoropirimidinas, como se ha descrito para el
miR-215 en células de osteosarcoma y de cdn-
cer de colon.

Algunos ejemplos de los miRNA implicados en
cdncer de colon cuya expresién disminuye (se
consideran supresores de fumores) son let-7 (im-
plicado en la inhibicién del crecimiento celular
y que fiene como RNA diana a H-, N- y K-ras,
y c-Myc) y el miR-34a (controla la induccién
de apoptosis mediada por p53 y tiene como
genes diana CDK4, E2F3 y Bcl-2). Alteraciones
en los miRNA también se han asociado a una
desregulacién de la proteina p53, cuya activi-
dad supresora de tumores se pierde durante la
carcinogénesis colorrectal. También cabe des-
tacar la regulacién del proceso de apoptosis

mme | os microRNA: pequenhas moleculas,
grandes reguladores

por los MiRNA. En este sentido, la expresion de
los MiIRNA esta inversamente correlacionada
con la expresidon de la proteina antiapoptdtica
Bcl-2 (regulan negativamente la expresién de
Bcl-2 a nivel post-tfranscripcional) induciendo
apoptosis.

microRNA Y TERAPIA

El descubrimiento de los miRNA, y todo el cono-
cimiento que ya hoy en dia se tiene sobre estas
pequenas moléculas, apunta a su potencial uti-
lizacién en terapia molecular. Las perspectivas
son prometedoras en cuanto al desarrollo de
nuevas terapias frente al cdncer, infecciones vi-
rales, enfermedades neurodegenerativas, des-
ordenes oculares, etc. Asi, si el defecto primario
en una patologia estd en los miRNA, se podria
corregir la expresion de los miRNA de tal forma
gue se recuperase el fenotipo celular normal o,
por el confrario, que se induzca la muerte ce-
lular por apoptosis. Si hay una desregulacion
de miRNA, se podrian utilizar miRNA naturales
o sintéticos para corregir dichos defectos. Es un
reto para los investigadores y para las empre-
sas farmacéuticas el tratar de elucidar la for-
ma adecuada de administrar los miRNA
exdgenos restauradores de las
actividades celulares. Ademds,
los denominados perfiles gend-
micos de expresidon de miRNA,

o firmas genéticas, pueden

ser de gran utilidad para la
clasificacioén, el diagnéstico, el
prondstico y el andlisis de la res-
puesta al tratamiento de diferen-
tes tipos de fumores, o para estable-
cer una correlacién con el potencial
metastdsico de las células de un tumor

Complejo miRNA, exportina 5 y RAN-GTP.
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y tratar de frenar dicho proceso. Aunque las
posibilidades sean todavia fruto de una terapia
experimental y pocos estudios estén en fase cli-
nica, el descubrimiento de dianas, el desarrollo
de nuevas tecnologias y el avance experimen-
tal en este campo apuntan a los mMiRNA como
una herramienta terapéutica que, en Ultimo tér-
mino, puede tener una gran relevancia clinica.

M? Antonia Lizarbe

Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular |
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Complutense
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