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Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide, being a major public health
problem. Despite scientific advances in diagnosis and treatment, there is currently no
reliable early diagnosis marker that is accessible in clinical practice. MicroRNAs
(miRNAs) are RNA molecules 18-24 nucleotides in length, involved in the regulation of
gene expression at the post-transcriptional level in the cell. Alterations in the expression
of miRNAs in different tissues have emerged as possible diagnostic and therapeutic

markers in different diseases.
Resumen

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer en todo el mundo, siendo
un importante problema de salud publica. A pesar de los avances cientificos en cuanto a
diagnostico y tratamiento, actualmente no existe un marcador confiable de diagnostico
precoz que sea accesible en la practica clinica. Los microARNs (miARNS) son moléculas
de ARN de 18 a 24 nucledétidos de longitud, involucrados en la regulacion de la expresion
génica a nivel postranscripcional en la célula. Alteraciones en la expresion de miARNS
en diferentes tejidos han surgido como posibles marcadores diagnésticos y terapéuticos

en distintas enfermedades.
Palabras clave

Lung cancer, miRNA, non-small-cell lung cancer (NSCLC), serum biomarker, early

diagnosis, treatment.

Abreviaturas

ADC: adenocarcinoma

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
CP: céncer de pulmén

CPNM: cancer de pulmon no microcitico
miARN: micro &cido ribonucleico

SCC: carcinoma de células escamosas
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INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, después de las enfermedades
cardiovasculares. En 2015, ocasiono 8,8 millones de muertes en el mundo. La deteccion
de cancer en una fase avanzada y la falta de diagndstico y tratamiento precoz son
problemas frecuentes. La metastasis es la principal causa de muerte por cancer. El cancer
de pulmon (CP) es el segundo cancer mas comdn a nivel mundial y el que produce una

mayor mortalidad (1).

Los microARNs (miARNSs) son moléculas pequefias de &cido ribonucleico (ARN) no
codificantes con una longitud promedio de 22 nucledtidos, evolutivamente conservados.
Estan involucrados en practicamente todos los procesos celulares, incluyendo apoptosis,
desarrollo y regulacion del ciclo celular. Presentan importantes funciones regulatorias a

nivel postranscripcional, tanto en plantas como en animales (2).

En la actualidad, se ha documentado la existencia de cerca de 2.500 miARNSs en humanos,
con distintas funciones en la progresion, desarrollo o disminucion de incidencia de
diversas enfermedades (3). Se han identificado numerosos miARNS en especimenes de
distinta naturaleza como son muestras de sangre, suero, plasma, esputo y en biopsias de
tejidos (4). Del mismo modo, se ha observado una expresion aberrante de miARNS en

diferentes tipos de tumores y cancer.

Se ha investigado ampliamente el papel de los miARNs en la regulacion del cancer
(carcinogénesis, desarrollo y metéstasis tumoral), a través de la desestabilizacion o la

represion traduccional de los ARN mensajeros (ARNmM) diana.

Los miARNS circulantes son un horizonte novedoso en el tratamiento del CP actuando

como biomarcadores terapéuticos y diagnosticos potenciales (5).

En este trabajo se presentan los hallazgos mas importantes en relacion con los miARNs

estudiados como herramientas en el diagnostico y tratamiento del CP.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue realizar una revision bibliogréfica sobre el estado
del conocimiento actual de los principales miARNs estudiados en relacion con el

diagnostico y tratamiento del cancer de pulmon.

METODOLOGIA

Para la elaboracion del presente trabajo se ha llevado a cabo una revision bibliografica
utilizando buscadores cientificos y/o paginas webs: PubMed, Scielo, NCBI, CSIC, NIH,
SEOM, AECC, etc. Para la busqueda se han introducido las siguientes palabras clave:
lung cancer, miRNA, diagnostic and treatment. Se han utilizado trabajos de investigacion
originales, asi como revisiones cientificas del tema publicadas en un periodo
comprendido entre el afio 2000 y marzo de 2020. La bibliografia consultada utilizaba

tanto el idioma inglés como espafiol.

RESULTADOS Y DISCUSION

De esta revision bibliografica se desprende que la expresion selectiva y la modulacion de
miARNS en relacion al CP ha adquirido una importancia relevante en los Gltimos afios.
Los miARNSs detectados en fluidos bioldgicos son Utiles para el diagnéstico, clasificacion
y pronostico de algunos tipos de cancer, como el CP. A continuacion, se describen los

conceptos y hallazgos mas significativos.
Céancer de pulmén

El CP es el que produce una mayor mortalidad en el mundo, con 1.761.007 casos en 2018,
y una incidencia de 2.093.876 casos. ElI CP es un tumor muy frecuente, estimandose en
Espafia 29.638 nuevos casos para el afio 2020. Sin embargo, debido a su alta mortalidad,
su prevalencia a los 5 afios es relativamente baja (6). La figura 1 muestra la prevalencia

de los principales tumores en Espafia en 2018.
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Figura 1. Estimacion de la prevalencia de tumores en Espafia para el afio 2018. (Datos en poblacion

general) (prevalencia a los 5 afios) (6).

Tipos de cancer de pulmon:

Carcinomas microciticos: (microcitico: células muy pequefias). Un 15% de los canceres
de pulmén en Espafia son de este tipo. Se localiza preferentemente en la zona central de
los pulmones. Se caracterizan por su alta agresividad y crecimiento rapido.

Carcinomas no microciticos (CNM): representan el 85% restante de los canceres de

pulmén. Los tipos mas frecuentes son:

-Carcinoma de celulas escamosas (SCC): es el mas frecuente en nuestro pais (40% de los
CNM). Suele localizarse en la parte central de los pulmones. Tiene un crecimiento

relativamente lento.

-Adenocarcinoma (ADC): 30% de los CNM. Es el menos relacionado con el consumo de
tabaco, pero el mas frecuente en fumadores. Suele localizarse en zonas mas periféricas de

los pulmones, afectando a la pleura y pared torécica (7).
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Factores de riesgo

El envejecimiento es el factor de riesgo mas importante para la mayoria de los canceres.
El segundo factor de riesgo mas importante para el CP es el tabaquismo. Ocasiona
aproximadamente el 22% de las muertes por cancer. Para los fumadores, el riesgo de CP
es en promedio 10 veces mas alto que para no fumadores. El riesgo aumenta con la

cantidad de cigarrillos, la duracion del tabaquismo y la edad de inicio (8).
Otros factores de riesgo del CP son:

e Exposicion pasiva al humo ambiental de tabaco.

e Exposicion ocupacional al amianto, arsénico, cromo, berilio, niquel u otras
sustancias.

e Exposicion a diferentes fuentes de radiacion.

e Residencia en un area con contaminacién ambiental.

e Antecedentes familiares de CP.

e Infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

MicroARNs (miARNS)

Los miARNSs fueron descubiertos inicialmente en Caenorhabditis elegans (nematodos)
en 1993 y en Homo sapiens en el 2000 (9). En una investigacion llevada a cabo en 1993
se descubri6 que el gen lin-4 no codificaba a una proteina, pero en cambio producia un
par de ARN pequefios, de 22 y 61 nucleotidos, respectivamente (10). EI ARN maés corto
se reconoce ahora como el miembro fundador de una clase abundante de pequefios ARN
reguladores llamados microARNSs (9).

Los miARNs desempefian papeles importantes en diversos procesos celulares como la
diferenciacion celular, la proliferacion y la apoptosis. La expresion aberrante de los
mismos encontrada en diferentes tejidos deberia afectar proporcionalmente a esos

procesos criticos, conduciendo a varios resultados patologicos y ocasionalmente malignos

).

Los miARNS pueden regular una variedad de genes y a su vez un tipo de miARN puede

ser regulado por varios genes o factores epigenéticos. Los miARNS pueden localizarse en

7
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intrones o exones de genes codificantes de proteinas, o en sectores no codificantes del

genoma (3).

Los microARN se liberan de las células tumorales a los fluidos corporales empaquetados
dentro de exosomas, vesiculas de pequefio tamafio, ricos en fragmentos de ADN,
proteinas, ARNm y miARN, desde donde pueden aislarse y analizarse facilmente. Esta
doble capa lipidica que los envuelve permite que los miARNS sean estables a las altas

temperaturas y a la actividad ARNasa (11).

Biosintesis

Aproximadamente la cuarta parte de los genes de miIARN humanos se encuentran en los
intrones de los ARNm previos y son trascritos por la polimerasa Il a partir de estos. Los
transcritos de miARNSs primarios se llaman pri-miARN (miARN primario). El proceso

de maduracion del pri-miARN consta de varios pasos (2, 12) (Figura 2):

e Escision por una endonucleasa del pri-miARN, liberando el pre-miARN
(precursor del miARN maduro).

e El pre-miARN es transportado desde el nacleo al citoplasma

e Otraendonucleasa corta los pares de bases terminales y el bucle del pre-miARN,
produciendo un duplex que comprende el miARN maduro y el miARN similar.

e Estos miARN maduros se ensamblan en el complejo silenciador inducido por ARN
(RISC, de las siglas en inglés RNA Induced Silencing Complex).

e Finalmente, los miARNs pueden dirigir al RISC a regular negativamente la
expresion génica por cualquiera de los dos mecanismos postranscripcionales:
degradacion de ARNm o inhibicion de la traduccion de proteinas, logrando asi el

efecto regulador.
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Figura 2. El transporte del microARN del nucleo al citoplasma y su subsecuente unién al ARNm diana en

la regién 3"UTR conduce, en este caso, a la represion de sus genes diana (12).
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Importancia

Los biomarcadores son moléculas que, al detectarse en tejidos bioldgicos, sirven como
indicadores de las funciones normales o patoldgicas de un organismo. El biomarcador
ideal debe ser accesible a través de métodos no invasivos, especifico para la patologia de
interés y sensible para la deteccién de la enfermedad. Pudiendo ser util para el

diagndstico, pronostico y/o prediccion de respuesta al tratamiento (13).
En este sentido los miARNS presentan varias ventajas:

e Son estables en muchos fluidos corporales.

e Las secuencias de la mayoria se conservan entre especies diferentes.

e El nivel de expresion de los miARNs puede evaluarse con facilidad por varios
métodos.

e Expresion especifica para los distintos tejidos.

e Representan muy bien el estado fisiologico de los diversos 6rganos.

MiARNSs y enfermedades humanas

Cada miARN es capaz de regular decenas o hasta centenas de genes, por lo que se
encuentran involucrados en varias patologias. Se ha descrito una amplia desregulacion de
la expresion de diversos miARNS en varias enfermedades: cardiovasculares, endocrinas,
neuroldgicas, virales, metabodlicas, distintos tipos de cancer (14) y diferentes procesos

patolégicos pulmonares, como la EPOC y el CP (15).

Algunos miARNSs, como miR-21, se encuentran sobre-expresados en practicamente todo
tipo de tumores, tales como glioblastoma, cancer de pancreas, mama, prostata, colon, etc.
Las funciones reguladas por miR-21 son diversas, entre ellas se encuentran la inhibicién

de la cascada de las caspasas y la regulacion de la muerte celular por apoptosis (13).

10
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MiARNs y Cancer de Pulmoén
Hallazgos a nivel del diagndstico del CP

Actualmente no existe un marcador confiable de diagndstico precoz de CP accesible en
la préactica clinica. Los inconvenientes principales de las actuales pruebas de diagndstico

son:

e Tomografia computarizada de baja dosis de radiacion (TCBD): baja
especificidad, alto coste y riesgo de radiacion.

e Radiografia de térax: baja sensibilidad.

e Citologia del esputo: baja sensibilidad.

e Broncoscopia: método invasivo que presenta mayor sensibilidad en tumores
centrales.

e Biopsia liquida: solo disponible para algunos tipos de tumores.

El uso de TCBD, si bien es beneficioso al reducir la mortalidad hasta en un 20%, tiene el
problema de presentar un alto namero de falsos positivos (16). Por ello se postula que la
medicién de los miARNSs circulantes es un método no invasivo con potencial para la

deteccidn del CP, que podria reducir los falsos positivos de la deteccion por TCBD.

Diversos estudios han demostrado que los perfiles de miARNs en algunos fluidos
bioldgicos reflejan adecuadamente las caracteristicas del tumor, sin necesidad de realizar
biopsias del tejido (17).

Para una posible aplicacién clinica seria deseable una panel simple y reproducible que
incluya muy pocos miARNSs. Un estudio reciente validd la eficacia del miR-223-3p como
biomarcador sérico individual sugiriendo a este como altamente sensible y especifico para
la deteccion de CPNM en etapa I-11 (18). Sin embargo, varios estudios han demostrado
que ciertos miARNSs se ven alterados en muchos tipos de cancer acarreando la ausencia
de especificidad (19).

Las combinaciones de mdltiples miARNs pueden alcanzar una sensibilidad y
especificidad diagnostica de CP mayor que un solo miARN. Un estudio reciente sugiere
que la combinacion de miR-146b, miR-205, miR-29c y miR-30b tiene un poder

diagnostico relevante en pacientes con CPNM en estadio temprano (20).

11
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Un metanadlisis realizado sobre 20 estudios con un total de 1110 pacientes con CPNM en
estadio I-11'y 1009 controles, nos revela que en un modelo de deteccidn en dos pasos para
el CP utilizando primero el panel con alta sensibilidad y posteriormente el de alta
especificidad, se consigue una sensibilidad general del 91,6% y una especificidad del
93,4% (Tabla 1). Estos dos conjuntos de miARNSs permitirian la deteccién precoz de la

poblacion general con alto riesgo de CP, dominada por los fumadores (21).

Panel 1 S(%) E %) Panel 2 S(%) E %)
miR-223 87,0 86,0 miR-628-3p 42,7 91,2
miR-20a 83,0 81,0 miR-29c 50,0 95,8
miR-448 85,0 77,0 miR-210 356  100,0
miR-145 80,6 89,2 miR-1244 53,8 100,0

Tabla 1. Paneles de miARNSs utilizados en un modelo de deteccion en dos pasos para el CP en estadio I-I1.
S: sensibilidad. E: especificidad (21).

Un estudio publicado en marzo de este mismo afio valord 2588 perfiles de miARNs
(constituyendo todos los miARNs humanos identificados hasta la fecha) e identificé una
combinacion de dos miIARNs séricos (miR-1268b y miR-6075) como marcadores
confiables para el CP resecable. EI modelo mostr6 una sensibilidad y especificidad del
99%. EIl proyecto que pretendia caracterizar los perfiles de miARN sérico en 13 tipos de
cancer, incluido el CP, fue el estudio mas grande hasta la fecha en el contexto de la
deteccidn del cancer. Aunque la combinacién de miR-1268b y miR-6075 logré la mayor
precision, miR-17-3p surgié como el mejor miARN para detectar CP. miR-17-3p es
miembro del clister miR-17/92, que desempefia funciones oncogénicas al promover la
proliferacion de células tumorales, la invasion y la supresion de la apoptosis de las células

tumorales (22).

De forma prometedora, se ha planteado que los perfiles de miARN desregulados en
sangre serian capaces de indicar la presencia de CP muchos meses antes de la aparicion

de sintomas e incluso antes de que la enfermedad fuera detectada por TC (23).

Muchos de los estudios realizados hasta ahora presentan varias limitaciones: tamafo de
muestra insuficiente, heterogeneidad clinica de los pacientes y los controles incluidos, y/o

metodologias empleadas que pueden afectar a los niveles de expresion de miARNS.

12
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Ademas, la deteccion de miARNSs a través de diversas técnicas (microarrays, PCR en
tiempo real (QRT-PCR)) pueden acarrear falta de reproducibilidad, o un coste elevado en
el caso de la PCR digital (ddPCR) o la secuenciacion de préxima generacion (NGS) (19).

Hallazgos a nivel del tratamiento del CP

Algunos estudios han demostrado como los miARNSs pueden ser utiles tanto en el
diagnostico como en el tratamiento. Por ejemplo, miR-205 se ve incrementado en
pacientes con CP promoviendo el crecimiento tumoral, la metastasis y la resistencia a la

quimioterapia (24).

Se ha informado de que ciertos miARNS estan relacionados con la metastasis: miR-23 y
miR-23a desempefiando un papel importante en la induccion de la angiogénesis tumoral
(25), miR-181 cuya expresion aumentada induce a la migracion del CPNM (26) y miR-
889-5p promoviendo el desarrollo de metéstasis pulmonares in vivo (27).

Los tratamientos del CP en la actualidad incluyen:

e Cirugia

e Radioterapia

e Radiocirugia

e Quimioterapia

e Terapia dirigida con medicamentos

e Inmunoterapia

La radioterapia es una modalidad de tratamiento importante para el CP, pero tiene como
limitacion la radiorresistencia. La combinacion de miARNSs y radioterapia (RT) puede ser
una estrategia prometedora, ya que algunos mIARNs ejercen efectos

radiosensibilizadores (28).

Los miARNSs pueden desempefiar un papel importante en el tratamiento del CP al actuar
como oncogenes para promover el desarrollo del cancer o como supresores de tumores
para inhibir este proceso, o incluso afectar en la eficacia de los medicamentos. Un miARN
con actividad oncogénica es el cluster policistronico miR17/92 (miR-17-5p, miR-17-3p,

miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 y miR-92-1), que se conoce también como

13
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oncomiR-1. Aunqgue su funcion celular no se conoce completamente, los tumores que
sobre-expresan el oncomiR-1 presentan bajos niveles de apoptosis, lo cual contribuye al

desarrollo tumoral (29).

En el CP la elevada expresion de miR-21 y miR-488 se asocia con la resistencia a la
quimioterapia a base de platino y con una sensibilidad mayor de las células del ADC

pulmonar al cisplatino, respectivamente (30).

Un trabajo reciente sefiala que miR-374a, miR-92a y miR-106a sobre-expresados en las
células pulmonares, actian como oncogenes, aumentando la resistencia a los
medicamentos al regular negativamente los genes que controlan la apoptosis (31). En otro
trabajo, los miR-29¢ y miR-30b se mostraron como miARNS supresores de tumores en el
CP (32).

Actualmente, los marcadores moleculares para la seleccién del tratamiento del cancer
hacen referencia a mutaciones impulsoras, importantes en la proliferacion de las células
tumorales y que estan asociadas con la respuesta a tratamientos especificos. En mas del
60% de los casos de CPNM, subtipo ADC, es posible identificar una mutacion impulsora
en un oncogén (KRAS, EGFR o EML4-ALK) (17). Algunas de estas mutaciones se
detectan mediante biopsia liquida, permitiendo una monitorizacion de la enfermedad en
distintos momentos de su evolucion. La biopsia liquida se esta usando para diagnostico
precoz, estimacion del riesgo de metastasis, estratificacion del paciente e identificacion
de dianas terapéuticas y mecanismos de resistencia. Las biopsias liquidas permiten
detectar células tumorales circulantes (CTCs), ADN circulante tumoral (CADN),

exosomas y miARNS (33).

Algunos estudios describen microARNs como biomarcadores de eficacia en la
inmunoterapia, un campo emergente en el tratamiento del cancer. Pero las estrategias
terapéuticas antineoplasicas mas efectivas in vitro consisten en la creacién de miARNs
artificiales capaces de inhibir la expresion de oncogenes y aumentar la expresion de genes

supresores de tumores (Figura 3).

14
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Figura 3. MicroARNSs en el tratamiento del cancer. Se emplean distintas estrategias dependiendo del efecto
del miARN. Los anti-miARN bloquean la union de los miARN oncogénicos con su ARN diana. Los
miARNSs supresores tumorales pueden actuar sinérgicamente cuando se combinan los miARNs enddgenos
con los exdgenos. La quimioterapia también muestra propiedades sinérgicas que actlan junto con los
miARNS (12).

La terapia de reemplazo de miARNSs tiene como objetivo sustituir miARN que estan
poco expresados en el tumor mediante el uso de imitadores de oligonucledtidos que
contienen la misma secuencia de nucleétidos que el miARN enddégeno maduro. En un
estudio reciente se combiné el tratamiento de imitadores de miARN-140-5p con otros
medicamentos comunmente utilizados en la practica clinica, como gefinitib y cisplatino,
y se observé un aumento de la eficacia al reducir la capacidad de migracién e invasion de
las células cancerosas in vitro, lo que sugiere una actuacion sinérgica con los conocidos

compuestos para el tratamiento de CPNM (34).

Para el silenciamiento de genes que se sobre-expresan en el cancer se han disefiado los
anti-miARN o “antagomirs”, cuya administracion intravenosa resulté en una marcada
reduccion de los niveles de miARNSs correspondientes en diversos érganos (35). La
propiedad mas importante de tales oligonucle6tidos es la especificidad y la alta afinidad
de union al ARN.

De igual forma, se ha desarrollado un nuevo tipo de inhibidores de miARNSs llamado

“miARNS esponjas”, que contienen multiples sitios para unirse a los miARNS dianas (36).

La administracion de los miARNSs artificiales puede lograrse utilizando vectores virales,

liposomas, plasmidos, electroporacién o nanoparticulas (poliméricas o lipidicas) (37).

15
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Ademas, se ha demostrado que las modificaciones quimicas y las conjugaciones con
colesterol facilitan la absorcién celular, previenen la degradaciéon y aumentan la vida
media de los antagomirs (38). Por ello sera necesario desarrollar métodos para regular e
invertir los efectos toxicos de tales anti-miARNSs sintéticos. Este es un tema de especial

relevancia dada la estabilidad de los antagonistas in vivo.

Una estrategia importante para la regulacién de estos miARNs artificiales seria
administrar ARN pequefio de interferencia o de silenciamiento (ARNip) junto a miARN
con una formulacién Gnica de nanoparticulas de LPH (acido liposoma-polication-
hialuronico) con capacidad para dirigirse simultaneamente a varias vias oncogénicas
diferentes (39).

CONCLUSIONES

Los miARNSs son importantes reguladores de la expresion génica e intervienen en
multitud de procesos celulares, debido a esto tienen un papel fundamental en la aparicion

y progreso del cancer de pulmon.

Se ha demostrado su valor diagnostico, debido a su especificidad y gran estabilidad, lo
que abre una nueva ventana al diagnéstico del CP de forma eficaz y répida. Aunque se

requiere de mas investigaciones para identificar las vias de sefializacion involucradas.

El conocimiento de alteraciones en su expresion puede establecer una huella digital para

desarrollar terapias antitumorales personalizadas y evaluar la respuesta al tratamiento.

Los estudios mas recientes sugieren el rol fundamental de los miARNSs en el disefio de
nuevas terapias para evitar y revertir la resistencia a los medicamentos en el CP de manera

efectiva en el futuro.

Los anti-miARN estan demostrando ser herramientas terapéuticas poderosas, aunque para
su aplicacion en clinica sera necesario alcanzar su liberacion efectiva en el tejido diana,

aspecto que se encuentra aun en investigacion.
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