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RESUMEN:

Los microARNS (miARNSs) son un tipo de ARNs no codificantes capaces de regular la
expresion génica a nivel post-transcripcional. Numerosos estudios sugieren que
regulan hasta un tercio de los genes que codifican para proteinas. Durante estos
ultimos afios, se ha estudiado mucho el papel de estos miARNs en diversos tipos de
canceres en los que se ha observado que actlan como oncogenes 0 supresores
tumorales. Por tanto, estos miARNs se asocian con la progresién tumoral, la
metastasis y el desarrollo de quimiorresistencia. Ademas, la identificacion de cambios
en los perfiles de expresién de los miARNs en el cancer los convierte en unos
potenciales biomarcadores para la deteccion temprana y el prondstico de la
enfermedad asi como la prediccibn de los tratamientos. En esta revision, nos
centraremos en el papel del miR-199b y sus dianas moleculares, ademas de su
implicacion en procesos como la proliferacién celular, migracion y apoptosis en los
distintos tipos de canceres. También se hara referencia al potencial del miR-199b
como biomarcador clinico de prondstico, diagnéstico y predictivo en el cancer.

Palabras clave: miARN, miR-199b, cancer, dianas moleculares, biomarcador.



1-INTRODUCCION

El cancer representa actualmente una de las principales causas de muerte a nivel
global. Se estima que en el afio 2018 provoco 9,6 millones de fallecimientos. De entre
todos los cénceres, el de pulmén fue el que mayor mortalidad present6é (18,4% del
total de defunciones) seguido por el colorrectal (9,2%), el de estébmago (8,2%) y el de
higado (8,2%) (1). El numero de diagnésticos aumenta cada afio debido al
envejecimiento de la poblacion y a cambios en el estilo de vida que incluyen tabaco,
sobrepeso y nuevos patrones reproductivos, los cuales son reconocidos factores de
riesgo (2). En 2018, se registraron 18,1 millones de nuevos casos, siendo el cancer de
pulmén el tumor con mayor incidencia (11,6% del total de casos), seguido por el de
mama (11,6%), el de préstata (7,1%) y el colorrectal (6,1%) (1).

El cancer tiene su origen en una acumulacion progresiva de alteraciones moleculares
gue alteran la homeéstasis celular y conducen a una desregulacién de las principales
funciones de la célula normal. Suele definirse como una masa de células que crece de
forma descontrolada, pero es mucho méas que eso, se trata de un tejido complejo
formado por una gran cantidad de células de distintos tipos que interaccionan entre si
de forma heterotipica. En el proceso de la carcinogénesis, la transformacién de las
células normales en cancerigenas tiene lugar gracias a diferentes capacidades que las
células van adquiriendo a medida que el tumor se desarrolla. Estas capacidades son:
evitar sefiales supresoras de crecimiento, sefializacion proliferativa constante, evasion
de la muerte celular, induccién de la angiogénesis, invasion, reprogramacién celular
del metabolismo energético, evasion del sistema inmune y metastasis. La adquisicion
de estas caracteristicas es posible gracias la inestabilidad genética de las células
cancerigenas, que causa mutaciones y reordenamientos cromosomicos, ademas del
estado de inflamacién (3). Por lo tanto el concepto de cancer engloba a un conjunto de
enfermedades cada una de ellas provocadas por distintas causas y con sus propias
particularidades (4).

Los microARNs (miARNSs) son un tipo de ARN no codificante. Estan formados por una
cadena simple de ARN de unos 16-29 nucle6tidos y juegan un papel importante en la
regulacién génica. Se estima que modulan la expresién de un tercio de los genes que
codifican proteinas mediante el reconocimiento e inhibicion especifica de ARN
mensajeros (ARNm) (5) (6).

La sintesis de estos miARNs comienza en el nacleo, donde se encuentran los genes
gue los codifican. Si estos se localizan en una regidon intergénica, suelen tener su
propio promotor. Sin embargo, si estan ubicados en un intrén o en una regiéon no
traducida (UTR) de un gen que codifica para una proteina, comparten promotor con el
gen huésped. Normalmente la transcripcion de estos genes a miARN primario (pri-
MIARN) es llevada a cabo por la polimerasa Il (Pol Il) y en raras ocasiones por la
polimerasa Il (Pol 111). El pri-miARN es procesado por el complejo microprocesador
constituido por la Ribonucleasa Ill Drosha (DROSHA) y la region critica 8 de sindrome
DiGeorge (DGCRS8) dando lugar a un precursor miARN (pre-miARN) formado por unos
70 nucledtidos con estructura de horquilla. El pre-miARN es transportado del nucleo al
citoplasma mediante el complejo Exportina 5-Ran-GTP. Una vez alli, el pre-miARN es
procesado por la ribonucleasa Dicer, que escinde el pre-miARN dando lugar a una
doble cadena de ARN de aproximadamente unos 21 nucleétidos. El daplex de ARN



esta constituido por la cadena de miARN maduro y su complementaria (MiARN*). La
cadena de mIARN maduro se une a la familia de proteinas argonauta (AGO),
normalmente Ago2, y recluta el complejo de induccién de silenciamiento del ARN
(RISC). La cadena miARN* en ocasiones es degradada, pero también se han descrito
una gran cantidad de trabajos cientificos que asignan funciones reguladoras
importantes para estos miARN*. Para diferenciar qué cadena es incorporada en este
complejo, la del extremo 5°de la horquilla se denomina “5p” y la del extremo 3™ “3p”. El
silenciamiento tiene lugar cuando la regién “semilla” del miARN se une a la region
3’UTR de un ARNm determinado mediante complementariedad de bases. Si la
secuencia “semilla” se encuentra en la parte central del miARN, el silenciamiento
tendra lugar mediante la degradacion del ARNm por parte de la endonucleasa AGO2.
Si no es asi, el silenciamiento se producird por la degradacion y la represion de la
traduccién mediante los complejos TNRC6A/B/C y CCR4-NOT (5) (6). (Figura 1)
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Figural: Mecanismo de la biogénesis de miARNs en células de mamiferos: En el nicleo, los miARNs son transcritos
por la polimerasa Il o Ill. DROSHA corta el pri-miARN dando lugar al pre-miARN. El pre-miARN mediante el complejo
Exportina5-Ran-GTP es exportado al citoplasma. Dicer en el citoplasma procesa el pre-miARN y forma un duplex de
ARN. EI miARN maduro se une al complejo RISC gracias al cual reconoce al ARNm objetivo. La unién entre el
miARN y el ARNm, resulta en la degradacion del ARNm o la represién de la traduccion (5) (6).

Los miARNs estdn implicados en una gran cantidad de procesos bioldgicos
fundamentales, por tanto, la desregulacion de sus patrones de expresion se ha visto
implicada en el desarrollo de numerosas enfermedades como diabetes, infecciones
virales, enfermedades metabdlicas y cancer (5). Se han llevado a cabo numerosos
estudios en los que se observa una desregulacién de los miARNs en las células
tumorales. En el proceso de la carcinogénesis y desarrollo tumoral, los miARNs
pueden actuar como oncogenes (oncomiRs) o supresores de tumores. Incluso, en



algunos casos pueden tener una funcién dual segun el tejido en el que se expresen
(7). Los oncomiRs suelen estar sobre-expresados en el cancer debido a que reprimen
la expresion de los transcritos de genes supresores de tumores asociados con la
homeostasis celular como la regulacion del ciclo celular, proliferacién, migracion,
resistencia a la quimioterapia, angiogénesis y apoptosis. Por el contrario, los miARNs
supresores de tumores en los canceres suelen presentan unos niveles de expresion
inferiores a lo normal, y en consecuencia los oncogenes que éstos regulan tendran
unos mayores niveles de expresion (5) (8). Por ejemplo, los miembros de la familia let-
7, son unos de los miIARN supresores de tumores mas estudiados y que en la mayoria
de canceres estan poco expresados, lo cual provoca la sobre-expresion de los
oncogenes que regulan (HMGA2, MYC, RAS, ITGB3 y IMP-1). Por el contrario, el miR-
21, que actla como un oncogén, esta sobre-expresado en muchos tipos de canceres
en los que silencia la expresion de supresores de tumores como la fosfatasa 2A,
tropomiosinal y el homodlogo de tensina (9). Otros ejemplos son el cluster miR-17-92
que regula c-MYC en muchos tumores (10) y la familia miR-34 que activa el supresor
tumoral p53 parando el ciclo celular y provocando apoptosis. Por otro lado, miembros
de las familias de los miR-181 y miR-155, en el cancer de mama, actiGan como
oncogenes estimulando la autorrenovacion de las células y el desarrollo del tumor, en
cambio el miR-200 en este tipo de cancer al sobre-expresarse, suprime la
tumorigénesis (9). (Tabla 1)

Tabla 1: miARN mas frecuentes involucrados en el desarrollo tumoral (Ajustado de la referencia
11)

Funcién miARN

Senfales de proliferacion constantes

miR-21, familia let-7, miR-7

Insensibilidad a sefiales que inhiben el
crecimiento celular

MiR-25, miR-195, miR-17-92

Evasion de receptores de crecimiento

Cluster miR-17-92

Resistencia a la muerte celular

miR15/16, cluster miR-34, let-7

Inmortalidad celular

miR-34a, cluster miR-372/373, miR-21,
miR-221/222, miR-16, familia let-7

Induccion de angiogénesis

miR-210, miR-125, miR-156, miR-155

Activacion de la invasion y la metastasis

miR-10b, familia miR-200, miR-21, miR-
15b

Evasion de la destruccion inmune

miR-520d, miR-124, miR-155, miR-17-19

Desregulacion génica

miR-122, miR-210, miR-23a/b, miR-15b

Inflamacion tumoral

miR-146, miR-155, miR-23b, let-7d

Inestabilidad genémica

miR-155, miR-21, miR-15b

El microARN-199b (miR-199b) es un miARN intragénico de 110 nucle6tidos codificado
en la cadena opuesta a la region intrénica de 2.2kb que se encuentra entre el exén 14
y 15 del gen de la Dinamina 1 (DNM1), localizado en el cromosoma 9 (9934.11) (12).
Pertenece a la familia de los miR-199, compuesta por 2 miembros, el miR-199a y el
miR-199b. Ambos miARNSs pueden presentarse en dos formas maduras distintas: miR-
199a-5p 0 miR-199a-3p y miR-199b-5p o miR-199b-3p respectivamente (13).

El miR-199b suele presentar bajos niveles de expresién en tumores humanos como el
cancer de ovario (14), la leucemia mieloide (15), el meduloblastoma (16), el cancer de
pecho (17), el carcinoma hepatocelular (18), el cdncer colorrectal (19) y el cancer de



pulmén (20). Durante el proceso del desarrollo tumoral, muchos estudios asocian este
MIARN con una disminucién de la proliferacién, migracién, capacidad de invasién,
metastasis y aumento de la apoptosis; indicando su papel como supresor tumoral (14)
(15) (16) (17) (18) (19) (20). A pesar de esto, también se ha observado la sobre-
expresion del miR-199b en algunos tumores como en los paratiroideos (21) y el
osteosarcoma (22) en los que se asocia con un aumento de la proliferacion, migracion
y metastasis. Por lo tanto, en funcién del tipo de cancer actuard como un oncogén o un
supresor tumoral. Ademas, mediante su interaccién con distintas vias de sefializacion
y genes implicados en funciones criticas como HER2, DDR1 (17), SET (19), HIF1a
(21), K-RAS (20) y Notch (16) entre otros, regulara distintas funciones biolégicas que
influirdn en el proceso de la carcinogénesis.

Durante los ultimos afios se ha estado investigando mucho el potencial de los miARNs
como biomarcadores (23) debido a la falta de métodos de identificacién efectivos
capaces de llevar a cabo un diagnéstico temprano de la enfermedad, determinacién
del estado del tumor y la progresion de éste. Las alteraciones en los niveles de
expresion del miR-199b en los distintos canceres, hacen que tenga un gran potencial
como biomarcador de diagndstico, pronéstico y predictivo. La baja expresion del miR-
199b en tumores como meduloblastoma (16), osteosarcoma (22), cancer de mama
(17) y leucemia mieloide (12) se relaciona con una menor supervivencia y un pobre
pronostico. Los diferentes niveles de expresion del miR-199b en el cancer de
paratiroides permiten diferenciar entre nédulos benignos (baja expresion del miARN) y
cancer papilar paratiroides (alta expresion del miARN) (21), asi como la baja expresion
del miR-199b en el cancer de ovario se asocia con la resistencia a tratamientos con
cisplatino (14).

En esta revision, nos centraremos en el miARN-199b. Llevaremos a cabo una
recopilacién de las dianas moleculares y las vias de sefializacion que regula, asi como
de su potencial y valor clinico como biomarcador.

2-VIAS DE SENALIZACION Y DIANAS MOLECULARES REGULADAS POR
EL miR-199b (Tabla 2)

2.1-Via de sefalizacion Notch

La via de sefializacion Notch permite la comunicacion entre células vecinas durante el
desarrollo del organismo y la homeostasis de tejidos adultos. Tiene lugar en
numerosos tejidos distintos en los que esta implicada en una gran cantidad de
procesos biolégicos fundamentales. Es por esto que en funcidn del contexto celular en
el que se produzca, induce o suprime la proliferacién, muerte y diferenciacion celular.
En condiciones normales la via se activa cuando el receptor Notch maduro
heterodimérico localizado en la superficie celular se une al ligando de la célula vecina.
El receptor maduro se forma en el aparato de Golgi, donde la enzima PC5/furina corta
el péptido Notch por el sitio 1(S1). Tras la union al ligando la metaloproteasa ADAM
lleva a cabo una rotura proteolitica del receptor Notch por el sitio 2 (S2), generando el
fragmento Notch extracelular truncado anclado a la membrana (NEXT) que actia de
sustrato de la y-Secretase. El dominio transmembranal de NEXT es cortado por la y-
Secretase por los sitios 3 y 4 (S3) (S4), liberando el péptido NRB y el dominio
intracelular Notch (NICD) que entra al nacleo. En el nucleo la proteina de unién al ADN



CSL se encuentra asociada a la proteina correpresora (Co-R) y a histonas
deacetilasas (HDACS), inhibiendo la transcripcion de los genes diana. NICD se une a
CSL liberdndolo de los represores y activando la transcripcion (24).

Los genes diana de esta via cambian en funcion del tejido y el tipo celular, lo que
desemboca en una gran variedad de respuestas. Algunos genes diana son: las
familias de HES, HEY, MMP-2, MMP-9, cyclin D1, Her2, c-Myc, p21 y genes
relacionados con la apoptosis celular (25). Ademas, la via de Notch interacciona con
otras vias de sefializacion como Wnt, Akt, Sonic hedgehog y BMP/TGF entre otras,
ampliando alin mas sus efectos y respuestas (25) (26). Por tanto, alteraciones de la
via Notch por mutaciones o regulaciones atipicas de alguno de sus componentes,
pueden provocar el desarrollo de un gran nimero de enfermedades como el sindrome
de Alalige, disostosis espondilocostal, hipertension arterial pulmonar, CADASIL y
cancer. En una gran cantidad de tumores se han encontrado mutaciones y
mecanismos de regulacién aberrantes en la via Notch que la hiper o hipoactivan
pudiendo provocar la aparicion de un tumor. En leucemias como la linfoblastica de
células T y la linfocitica crénica, se han identificado mutaciones activadoras en el gen
NOTCH1 y en el cancer de pecho, la sobre-expresion de JAGGED1 (JAG1) y NOTCH,
favorece la transicion de las células de epiteliales a mesenquimales (EMT) (26).
(Figura 2)
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Figura 2. Via de sefalizacién Notch: En el aparato de Golgi la PC5/furina corta el precursor del receptor Notch
por el sitio 1 (S1) y forma e receptor Notch maduro heterodimérico. Los receptores de Notch, en la membrana
se unen al ligando de la célula vecina. Tras la union, una proteina de la familia ADAM corta el receptor por el
sitio 2(S2) dando lugar al fragmento Notch extracelular truncado anclado a la membrana (NEXT). La y-
secretase corta el dominio transmembranal de NEXT por el sitio 3y 4 (S3) (S4) y forma el dominio intracelular
de Notch (NICD). NICD se transporta al nicleo donde se une a CSL activando la transcripcion de los genes
diana (24).
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Se han llevado a cabo muchos estudios en los que se relaciona la via de Notch con los
niveles de expresion del miR-199b y el cancer. Por ejemplo, en el cancer de ovario, la
adquisicion de quimiorresistecia al cisplatino se asocia con la activacion mediada por
JAG1l de la via de sefializacion Notch como consecuencia del silenciamiento
epigenético del miR-199b durante el desarrollo tumoral. JAG1 es un ligando de los
receptores Notch y una diana del miR-199b. Para determinar la relacién entre JAG1 y
el miR-199b, se llevé a cabo un analisis de la expresiéon de ambos en las lineas
celulares de céancer de ovario resistentes al cisplatino C13*y SKOV3. Los resultados
mostraron una sobre-expresion de JAGL inversamente correlacionada con una baja
expresion del miR-199b respecto a las lineas celulares sensibles al cisplatino OV2008
y A2780s. Estos resultados fueron confirmados mediante una hibridacion in situ en un
array comercial de tejido de cancer de ovario. La reduccién de la expresién del miR-
199b durante el desarrollo tumoral se debe a la hipermetilacion de su promotor que
provoca su silenciamiento epigenético. Esto sucede de forma progresiva y aumenta
paralelamente al estado del tumor, resultando un aumento de la expresion de su diana
JAG1 que inicia la cascada de sefializacion Notch. Esta via activa oncogenes como
HES1, c-Myc y HEY que inducen el desarrollo de quimiorresistencia adquirida al
cisplatino y el aumento de la proliferacion en las células C13*y SKOV3. Ademas, un
estudio (14) demostr6 que la sobre-expresion forzada del miR-199b mediante la
transfeccion de un plasmido en células quimiorresistentes (A2780cp, C13*, SKOV3,
ES-2 y OVCA433) no solo las sensibilizo al cisplatino, sino que también disminuyé el
crecimiento celular tanto in vivo como in vitro evidenciando el rol de supresor tumoral
del miARN en el cancer de ovario (14).

En el meduloblastoma (MB) la via de Notch esta desregulada debido a la elevada
expresion de HES1, uno de sus factores de transcripcién. Esto provoca un aumento
del crecimiento celular, el crecimiento libre de anclaje y del numero de células madre
cancerigenas (CSC). El miR-199b es capaz de unirse al extremo 3'UTR de HES1 y
reprimir su traduccion, pero en el MB presenta una baja expresién en muestras de
tejido tumoral, especialmente en aquellos tumores con metastasis. Los bajos niveles
de expresion del miR-199b en MB se deben al silenciamiento epigenético de su
potenciador por hipermetilacion y a la uniéon de HES1 a su promotor. Para estudiar la
relaciéon entre HES1 y el miR-199b, se inhibié la expresion de HES1 en las lineas
celulares de MB Daoy mediante un tratamiento con DAPT y mediante un
silenciamiento con siARN (16). Se observé un aumento en la expresion del miR-199b.
Por el contrario, la sobre-expresién mediante transfeccién de un vector con el miR-
199b en la linea celular Daoy y en un modelo xendgrafo de raton, provocé una
disminucion de HES1 respecto a los controles con el vector vacio. Por tanto, HES1
mediante la unidn al promotor del miR-199b, regula negativamente la expresion de
éste estableciendo entre ambos un circuito de retroalimentacién negativa. Ademas, la
expresion forzada del miR-199b redujo la proliferacion celular, el crecimiento
independiente de anclaje y la carga tumoral in vivo e in vitro evidenciando su rol como
supresor tumoral en el MB (16).

Por otro lado, miR-199b y HES1 también juegan un papel importante en el
mantenimiento de las células CSC (CD133+/CD15+) del MB. Se observé una
reduccion de la poblacién de células CD133+ gracias al silenciamiento de HES1 por
parte del miR-199b. Al silenciar HES1, la via de sefializacion Notch activa la expresion
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de genes bHLHs que promueven la diferenciacién celular y reprime la de genes
relacionados con la proliferacion. Ademas, el cluster de diferenciacién CD15 es otra
diana del miR-199b, por lo que al sobre-expresarse en las células Daoy transfectadas,
el porcentaje de células CD15+ disminuyé respecto al control. Mediante estos
mecanismos, el miR-199b disminuye la capacidad de autorrenovacion de las CSC en
MB dificultando la progresion de la enfermedad (16) (27) (28) (29).

2.2-Vias PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2

2.2.1-Via PI3K/Akt

La via de sefalizacion fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt también regula procesos
biol6gicos como la progresion del ciclo celular, supervivencia, migracion y crecimiento
celular. Los PI3K son una familia formada por tres clases de lipidos quinasa (clase |, I,
lII) que fosforilan el grupo 3-hidroxilo de lipidos fosfatidilinositol (PI) en la membrana y
pueden ser activados por: factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. La via de
sefalizacion se inicia cuando los factores de crecimiento (EGF, PDGF, factor de
crecimiento similar a la insulina) son reconocidos por el receptor de tirosina quinasa
(RTK). Esta union hace que el receptor dimerice y se autofosforile reclutando y
activando PI3K. Igualmente, existe otra forma de activar PI3K y es mediante la
GTPasa Ras. Una vez el PI3K es activado, en la membrana, lleva a cabo la
fosforilacion del PIP2 a PIP3 que transmite la sefial a otras moléculas entre ellas Akt.
Esta ultima activada, es capaz de fosforilar numerosos sustratos que controlan la
supervivencia y crecimiento celular, el metabolismo, la metastasis y la tumorigénesis.
Uno de los sustratos de Akt es el complejo mTOR, que regula especificamente varios
factores de transcripcion y otras dianas que inducen la traduccion de proteinas y la
sintesis de lipidos y nucledtidos. Esta via se encuentra sobre-activada en muchos
tipos de canceres (colorrectal, glioblastoma, gastrico y de pulmén) en los que provoca
alteraciones aberrantes del ciclo celular, cambios en la movilidad y adhesién, inhibicién
de la apoptosis y angiogénesis que favorecen el desarrollo tumoral (30) (31) (32).
(Figura 3)
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MTOR es una serina/treonina quinasa que interviene en la activacion de diversas vias
relacionadas con la respuesta a factores de estrés, autofagia, traduccién, proliferacion
y diferenciacién celular. En el carcinoma endometrial (ECC), mTOR aumenta el
crecimiento y la proliferacion celular. Mediante un analisis in silico se han identificado 3
MIARN (miR-100, miR-99 y miR-199b) que tienen como diana a mTOR. En el ECC, los
bajos niveles de expresion de miR-100, miR-99 y miR-199b co-existen con los
elevados niveles de expresion de mTOR. El andlisis de 73 muestras de tejido ECC,
reveld una sobre-expresion de mTOR en el tejido ECC respecto a las muestras control
de tejido no tumoral, siendo mayor ésta en tumores mas avanzados (G2 y G3). Por el
contrario, los niveles de expresion de los miR-100, miR-99 y miR-199b en las mismas
muestras de tejido ECC, fueron més bajos que en las de tejido normal siendo menor
ésta en tumores avanzados (G2, G3). Esto sugiere un nuevo mecanismo de activaciéon
de mTOR por parte de estos tres miARNs, aunque adn se necesita realizar mas
estudios que lo demuestren (33).

Aparte de los miR-199b-5p, 100 y 99, en el ECC se ha identificado otro miARN con
bajos niveles de expresion que también tiene como diana a mTOR, el miR-199a-3p.
Estos 4 miARN, podrian inducir la muerte por autofagia de las células ECC a través de
MTOR (34). La autofagia es un proceso metabdlico complejo regulado por mTOR,
asegura la homeostasis celular bajo condiciones de estrés mediante la formacién de
autofagososmas que contienen componentes celulares defectuosos que seran
degradados en el lisosoma (35). Este proceso es regulado por varios genes como LC3
y BENC1, asociados con el numero de fagosomas y la formacion de estos. Para
estudiar como estos miARNs afectan a la autofagia, se sobre-expresaron los miARN
en las lineas celulares de ECC Ishikawa y KLE. Se observdé un aumento de la
apoptosis y la expresion de LC3 y BENC1, indicando un aumento de la autofagia (34).

El miR-199b en el carcinoma hepatocelular (HCC) actlia como un supresor tumoral.
Disminuye la expresion de la N-cadherina mediante la union a su extremo 3’'UTR y la
EMT mediada por TGF-B1. La N-cadherina en el HCC se asocia con la invasion
vascular, diferenciacion del tumor y aparicibn de tumores multifocales. Es una
molécula de adhesion celular y el aumento de su presencia en los tejidos tumorales es
una caracteristica de la transicion de las células EMT. Las células EMT promueven la
metastasis gracias a su elevada motilidad, capacidad migratoria, sobre-expresiéon de
N-cadherina, disminucién E-cadherina y la adquisicion de propiedades de las células
mesenquimales. Para estudiar la relacion entre el miR-199b y la N-cadherina, se
analizo la expresién de ambos en 100 muestras de tejido tumoral HCC. Se observo
que, el miR-199b en el tejido tumoral presentaba una expresion muy baja respecto al
tejido de higado no tumoral adyacente. Por el contrario la N-cadherina se sobre-
expresaba. Con esto se determiné que la expresion de ambos se encuentra
inversamente relacionada. TGF-1 es el causante de la baja expresion del miR-199b y
la elevada expresion de la N-cadherina, aunque aln se necesitan mas estudios para
poder determinar como los regula (36).

El mecanismo molecular anticancerigeno del miR-199b consiste en bloquear la
induccion de EMT mediada por TGF a través de la inhibicion del sistema de regulacion
positiva que existe entre la N-cadherina y la sefalizacion por Akt. En los estados
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iniciales del proceso tumoral, Akt es fosforilado gracias a la accion del TGF-B1
activando la via PI3K/Akt que induce la sobre-expresién de la N-cadherina. Esta
durante las Ultimas etapas de la tumorigénesis es la encargada de estimular la
fosforilacion mediada por TGF-B1. La sobre-expresion del miR-199b en las lineas
celulares HCC HepG2 y Huh7 mediante transfeccion, resulté en una disminucién de la
migracion y capacidad de invasion respecto a las células control. Sin embargo, la
proliferacién y la apoptosis en las células con el miARN sobre-expresado no se vieron
afectadas. En un modelo xenégrafo de raton se observé que la sobre-expresion del
mMiR-199b también inhibia la metastasis in vivo. La expresién forzada de miR-199b
bloquea la expresion de N-cadherinas impidiendo la fosforilacion de Akt mediada por
TGF-B1 durante las ultimas etapas del desarrollo tumoral, inhibe indirectamente la
activacion de la via PI3K/Akt y en consecuencia EMT y la metastasis. Debido a esto, el
miR-199b presenta un gran potencial a la hora de ser usado como una nueva terapia
en el HCC (36). (Figura 4)

TGF 2 ] Akto

v
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N-cadherina PI3K/Akt
miR-199b
| -

Figura 4. Sistema de regulacion positiva N-cadherina, Akt en HCC: El TGF-B1 fosforila Akt activando la
via PI3K/Akt que aumenta la expresion de la N-cadherina. La N-cadherina estimula la fosforilacion de
Akt mediada por TGF. El miR-199b inhibe la expresién de la N-cadherina y bloguea el sistema de
regulacion.

El miR-199b en el osteosarcoma (OS) se encuentra sobre-expresado. En muestras de
tejido OS y lineas celulares OS (MG63 y U20S) presenta unos niveles de expresion
altos respecto a los de las muestras de tejido normal adyacente y la linea celular 6sea
normal hFOB. Ademas, en el OS tiene propiedades oncogénicas, por lo que su alta
expresion se asocia con estados avanzados, metastasis en los nédulos linfaticos,
metastasis distal y un mal prondstico. Interactta con la via EMT regulando la
proliferacién, migracion, invasion celular y metastasis. Al silenciar el miR-199b
mediante la transfeccion de un siARN-199b en las lineas celulares MG63 y U20S, se
observé una menor proliferacién, migracion y capacidad de invasion celular en
comparacion con los controles negativos asi como una reduccién en los niveles de
proteinas N-cadherina, Vimentina, R-catenina y Metalopeptidasa 9 de matriz
implicadas en | via EMT (37).
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Por otro lado, los cambios en los niveles de expresion de HER2 debido al
silenciamiento del miR-199b en las células MG63 y U20S, sugiere que este miARN
podria inducir la progresion maligna del OS a través de la regulacién de HER2 (37).

2.2.2-Via MAPK/ERK1/2

La via de las quinasas relacionadas con la sefial extracelular (ERK 1/2), es una de las
4 cascadas que componen la via de sefializacién de proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK). Las otras tres cascadas que la componen son la de las quinasas
amino-terminales Jun (JNK1/2/3), p38-MAPK y ERKS5 (38). Estas cascadas actlan de
forma conjunta para transmitir sefiales extracelulares a sus dianas intracelulares
regulando procesos como la proliferacion, desarrollo, respuesta al estrés,
diferenciacién, migracion, senescencia y apoptosis celular. Pueden estar organizadas
en 3 niveles de proteinas, MAP3K, MAPKK y MAPK, son las esenciales 0 5 niveles de
proteinas, en las que aparte de las esenciales tienen MAP4K y MAPKAPK que a veces
son prescindibles para la sefializacién. Las cascadas se inician con la activacién de
una proteina G, tras esto, la sefial se transmite mediante la sucesiva fosforilacion y
activacion de las quinasas de cada nivel (39).

En particular, la via ERK, puede ser activada por procesos internos, estrés celular y
agentes extracelulares como hormonas o factores de crecimiento. Estos Ultimos se
unen al RTK que dimeriza y se autofosforila reclutando a las proteinas adaptadoras
Grb2 y SOS. SOS se une y fosforila la GTPasa Ras activandola, a continuacion Ras
fosforila y activa Raf y ésta a MEK. Por ultimo ERK1 y ERK2 son fosforiladas por MEK
y se transportan al nicleo donde activan varios factores de transcripcién como EIk1, c-

Fos , p53, Ets1/2 y c-Jun gue regulan la proliferacién celular, diferenciacion, migracion,
apoptosis, determinacidon morfogénica y la transformacién oncogénica(39) (40). La
desregulacion de esta cascada provoca enfermedades como diabetes, inflamacién de
la respuesta inmune y cancer. En numerosos tumores como el carcinoma
hepatocelular, glioma o el osteosarcoma, esta via se asocia con un aumento de la
proliferacién y supervivencia celular (38). (Figura 3)

HER2 (ErbB2) es un proto-oncogén que codifica para un receptor transmembranal del
tipo tirosina quinasa de la familia de factores de crecimiento epidérmicos
transmembranales (EGFR). Suele estar sobre-expresado en un 20-30% de los
canceres de mama y se asocia con un prondstico pobre porgue aumenta la
agresividad del tumor. Durante los dltimos afios, ha aumentado el interés por la
busqueda de agentes capaces de inhibir la expresion de esta proteina tumoral para
ser usados como posibles terapias contra el cancer. Uno de los candidatos es el miR-
199b. Este miARN que en el tejido tumoral del cancer de mama tiene una expresiéon
muy baja en comparacién con el tejido normal y es capaz de unirse al extremo 3'UTR
de HER2 inhibiendo su expresion. Las lineas celulares de cancer de mama SK-BR-3 y
BT-474 transfectadas con un miARN-199b sintético presentaron una disminucién en
los niveles de proteina HER2 respecto a los controles. Sin embargo, mediante una
gRT-PCR se observo que los niveles de ARNm se mantenian constantes, por tanto, la
inhibicion tenia lugar a nivel de traduccién (41).

HER2 fosforila Akt y ERK1/2 activando las vias de sefializacion PI3K/Akt y
MAPK/ERK, de manera que el silenciamiento de HER2 por la sobre-expresion del
miR-199b en SK-BR-3 y BT-474 disminuy0 los niveles de Akt y ERK1/2 en su forma
fosforilada (p-Akt y p-ERK1/2). De la misma forma el uso de inhibidores del miR-199b
en ambas lineas celulares, aumentoé los niveles de p-Akt y p-ERK1/2. Al no llevarse a
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cabo la activacién de estas 2 vias, la capacidad de migracion y la clonogenicidad de
las células BR-3 y BT-474 transfectadas se vieron disminuidas respecto a los
controles. También se quiso estudiar si la combinacion del miR-199b con el anticuerpo
trastuzumab aumentaba el efecto antitumoral de este tratamiento. Las lineas celulares
SK-BR-3 y BT-474 tratadas con trastuzumab y miR-199b, presentaron una mayor
disminucion de la capacidad migratoria y la clonogenicidad que aquellas células sélo
tratadas con el anticuerpo. El miR-199b en el cdncer de mama actla como un
supresor de tumores, su sobre-expresion disminuye la agresividad mediada por HER2
y mejora los efectos del tratamiento con trastuzumab (41).

En el MB metastético, el miR-199b aparte de bloquear la expresién de HES1, también
impide la activacién de Akt y ERK que sobre-activan las vias PI3K/Akt y Ras-ERK.
Ambas juegan un papel importante en el desarrollo de la patogénesis molecular del
MB ya que son esenciales para el mantenimiento de las CSC y la metastasis. Un
estudio (16), demostré que la sobre-expresion del miR-199b mediante adenovirus en
las lineas celulares de MB (UW228 y ONS 76) redujo la activacion de las vias PI3K/Akt
y Ras-ERK y en consecuencia también la proliferacion, capacidad de formar colonias,
crecimiento libre de anclaje y propiedades migratorias respecto a las células control
tratadas con el adenovirus vacio. Estos resultados plantean la posibilidad de usar el
miR-199b como una prometedora terapia basada en la inhibicién de Akt y ERK (16).

K-Ras es un regulador de las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2 y mutaciones en éste
sobre-activan ambas vias pudiendo llegar a originar el cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC). Estas mutaciones no sélo provocan el inicio del tumor, sino que
también favorecen la progresion del cancer, la metastasis y la resistencia a las
terapias. En el NSCLC, las mutaciones de K-Ras hacen que el promotor del miR-199b
se hipermetile inhibiendo su expresion. Es por esto que en lineas celulares de NSCLC
con K-Ras mutado, la expresion del miARN, es mucho menor que en las lineas
celulares con K-Ras sin mutar y que en los tejidos adyacentes no tumorales. En el
NSCLC el miR-199b actda como un supresor tumoral. Puede unirse a la regiéon 3'UTR
de K-Ras y varios co-activadores (K-Ras, PIK3R1, Aktl, Rhebl y KSR2) de las vias
PI3K/Akt y MAPK/ERK regulandolas negativamente. La restauracion de la expresion
del miR-199b en lineas celulares NSCLC con K-Ras mutado A549 y H2122, disminuy6
la proliferaciéon celular, la formacion de colonias y la capacidad de invasién. La
restauracion también se llevé a cabo en un modelo xenégrafo en el que se redujo el
crecimiento tumoral, la proliferacion y la metastasis. Estos resultados hacen pensar en
la posibilidad de usar el miR-199b como terapia para tratar NSCLC con K-Ras mutado
gracias a su capacidad de inhibir la activacion de las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK
mediante la unioén a varios de sus intermediarios (20).
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2.3-Otras dianas moleculares
2.3.1- Factor inducible de hipoxia 1a (HIF1a)

El complejo transcripcional HIF-1 es un heterodimero formado por una subunidad a y
una B implicado en la homeostasis del oxigeno. HIF-18 se expresa de forma
constitutiva, mientras que la expresiéon de HIF-1a depende de la concentracion de
oxigeno. En condiciones de normoxia, HIF-1a es degradado por el proteosoma gracias
a la hidroxilacion de 2 residuos de prolina, sin embargo, en condiciones de hipoxia la
hidroxilacién no se produce y en consecuencia la degradacion mediante el proteosoma
tampoco. En este caso HIF-1a se estabiliza, se une a HIF1- y forman el heterodimero
HIF-1 que se transloca al nucleo donde se une a las regiones reguladoras de los
genes de respuesta a la hipoxia involucrados en procesos como la angiogénesis,
desdiferenciacion, invasion y metastasis, activando su transcripcion.

La hipoxia est4 asociada con muchas enfermedades y en tumores suele ser un evento
bastante comun que activa HIF-1a. Aunque la activacion de HIF-1a no sélo se produce
por los bajos niveles de oxigeno, también puede darse por factores de crecimiento,
activacion oncogénica o por la pérdida de la funcion de algun supresor tumoral.
Alteraciones en la actividad de HIF-1a afectan al desarrollo tumoral ya que juega un
papel importante en la progresion del tumor, angiogénesis, metastasis y resistencia a
la quimioterapia y radioterapia (42) (43) (44).

En muestras de tejido tumoral de cancer de préstata (PCa) y lineas celulares PCa
(LNCaP, PC-B y DU145), HIF-1la esta sobre-expresado incluso bajo condiciones
normales de oxigeno. Ademas, se asocia con un estado clinico avanzado y
guimiorresistencia. La sobre-expresién de HIF-1la en PCa se debe a la elevada
actividad a nivel transcripcional del transactivador NFk B y a la pérdida a nivel post-
transcripcional del regulador negativo miR-199b. Este Ultimo en muestras de tejido
tumoral y células PCa (LNCaP, PC-B y DU145) presenta niveles de expresion bajos y
actla como un supresor de tumores. Al regular negativamente le expresion de HIF-1a
mediante la unién a su extremo 3'UTR, reduce la proliferacion celular y aumenta la
apoptosis en condiciones de hipoxia y normoxia gracias a que bloquea indirectamente
la transcripcion de los genes diana de HIF-1a: PHD-2, BCL-xL y VEGF implicados en
estos procesos.

Estos resultados fueron obtenidos mediante la sobre-expresion del miR-199b en las
lineas celulares de PCa (PC-B y DU145) con adenovirus y sugieren su uso como
terapia para el PCa (45).

En el HCC existe una relacion inversa entre los niveles de expresion del miR-199b y
los niveles de proteina HIF-1a. El andlisis de 35 muestras de tejido HCC mediante
gRT-PCR y Western blot, revelaron una baja expresion del miR-199b y una elevada
expresion de proteina HIF-1la en comparacion con las muestras de tejido cirrGtico
usados como control. Los bajos niveles de expresion del miR-199b sugieren su rol
como supresor tumoral en el HCC. Para confirmar esto, se transfectaron con un
precursor de miR-199b las lineas celulares de HCC HepG2 y Huh-7. Tras esto se
observo una disminucién de los niveles de proteina HIF-1a y de la proliferacion celular
respecto a las células transfectadas con el precursor 1 usadas como control negativo
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tanto en condiciones de hipoxia como de normoxia. También se produjo un aumento
de la radiosensibilidad pero s6lo bajo condiciones de hipoxia. EI miR-199b, en el HCC,
regula negativamente el crecimiento celular al unirse a la region 3'UTR de su diana
HIF-1a, ejerciendo su accidén oncosupresora (46).

Se ha sugerido la idea de que el miR-199b puede jugar un papel en el desarrollo de
tumores paratiroideos. Para intentar determinar los efectos de este miARN, se realizé
un analisis in silico con el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA), mediante el cual
se identificaron los factores de transcripcion HIF-1a y Sirtuina 1 como 2 dianas del
mMiR-199b. Estos dos factores de transcripcién estimulan la proliferacion celular e
interaccionan con el gen MENL1, causante de la neoplasia endocrina mdultiple de tipo 1
(MEN1). Por tanto, determinar la relacion entre HIF-1a, Sirtuina 1 y el miR-199b,
podria ser clave para explicar la relacion entre el miR-199b y el gen MENL1 (47).

2.3.2-Proteina homeodominio dedo de Zinc (ZEB1)

La proteina ZEB1, junto con ZEB2 forman parte de la familia de factores de
transcripcion zfh. Estan implicadas en el control de EMT al actuar como represores 0
activadores de la transcripcion segln se unan a co-represores (CtBP) o co-activadores
(p300). EMT en el cancer permite que las células malignas se disocien de los tumores
primarios provocando su disgregacion a otros lugares causando metastasis. ZEB1 y
ZEB2 facilitan el proceso de desdiferenciacion al regular de forma negativa la
expresion de genes epiteliales que codifican componentes implicados en la adhesién y
uniones celulares y de forma positiva la expresion de factores mesenquimales como
vimentina, fibronectina, metaloproteinasas de la matriz y N-cadherina. Pero ZEB1 no
s6lo se ve implicado en EMT, también se ha observado que participa en la regulacion
de procesos que afectan al desarrollo tumoral como proliferacién, diferenciacion,
supervivencia y respuesta a dafios en el ADN (48).

En el NSCLC, los niveles de expresion del miR-199b y su diana ZEB1, estan
inversamente relacionados. El miR-199b presenta bajos niveles de expresion en
muestras de tejido NSCLC vy lineas celulares NSCLC (SK-MES-1, NCI-H1650,
NCI-H1975, SPC-Al y A549) respecto a muestras de tejido normal y una linea celular
epitelial bronquial humana (16HBE). Por el contrario, ZEB1 se encuentra sobre-
expresado. El miR-199b actlia como un supresor tumoral en el NSCLC. Su sobre-
expresion en las células NSCLC (SK-MES-1 y A549) mediante transfeccion, provoco
una disminuciéon de la migracion, viabilidad y capacidad de invasion celular asi como
una reduccién en los niveles de expresion de ARNm y proteina ZEB1 respecto a las
células usadas como control negativo. El miR-199b ejerce su accién oncosupresora al
unirse al extremo 3’'UTR de ZEB1 e inhibir su expresion (49).

2.3.3-Ciclina 1 (CCNL1)

El miR-199b en el Sarcoma de Edwings (ES) actia como un supresor tumoral al
reprimir la expresion de la Ciclina 1 (CCNL1) (50).CCNL1 es una proteina que regula
el ciclo celular al inducir la promocion de las células de la fase GO a la G1 y en
canceres como el de pecho, y el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello,
actla como un oncogén favoreciendo la progresion tumoral (51) (52). Los niveles de
expresion del miR-199b en las lineas celulares de ES (A673 y T252) obtenidos
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mediante gRT-PCR, fueron bajos en comparacion a los obtenidos en las células madre
mesenguimales (MSC) usadas como control. Para estudiar los efectos oncosupresores
del miR-199b en el ES, éste se sobre-expres6 mediante transfeccion de un miARN
sintético en A673 y T252. El miR-199b disminuyd la proliferacion celular, la capacidad
de invasion, aumento la apoptosis y bloqued el ciclo celular de las células ES respecto
al control (50).

2.3.4-Receptor de discoidina 1 (DDR1)

El receptor dominio de discoidinal (DDR1) es un tipo de receptor RTK dimérico capaz
de unirse al colageno, incluso al de tipo fibrilar. La unién al ligando activa el DDR1
mediante autofosoforilacion (53) provocando la activacion de vias de sefializacion
intracelulares implicadas en la regulacién de la proliferacion, supervivencia y migracion
celular asi como de la invasiéon de la matriz extracelular (54). Se ha detectado la sobre-
expresion de DDR1 en algunos canceres como el de pecho triple negativo, pulmén,
glioblastoma, préstata, gastrico, pancreas, colorrectal y vejiga en los que se asocia con
la progresion del tumor, un pobre prondéstico y tasa de supervivencia libre de cancer
(53).

En el cancer de mama triple negativo (TNBC), DDR1, diana del miR-199b, se
encuentra sobre-expresado y permite identificar pacientes con un mal prondstico y
tumores invasivos. Por el contrario, el miR-199b, tiene bajos niveles de expresion en
comparacion con muestras de tejido normal. Los niveles de expresién de DDR1 y miR-
199b guardan una relacion inversa. Para evaluar el papel del miR-199b en el TNBC,
éste se sobre-expreso en la linea celular HCC1937 con un miR-199b sintético. La tasa
de migracién, la proliferacién e invasion, se vieron reducidas respecto a los controles
negativos. Es posible que el miR-199b en el TNBC actie como un supresor tumoral al
inhibir la expresion del DDR1 mediante la unién a la region 3'UTR de éste (55).

En la leucemia mieloide aguda (AML), el miR-199b también presenta niveles bajos de
expresion debido a la acetilacion de histonas y la metilacién de su promotor (56). Sin
embargo, la expresion de sus dianas DDR1 y Podocalyxin (PODXL), es elevada.
PODXL, es una proteina transmembranal que se expresa en las células madres
hematopoyéticas (HSC) y estimula la salida de los reticulocitos inmaduros de la
médula ésea a la circulacion. La disminucion de los niveles de expresion del miR-199b
en AML provocan un aumento en la expresion de DDR1 y PODXL. Se analizaron los
efectos del bloqueo de estas dos proteinas mediante la expresién de un vector con el
miR-199b en células K562. Se observd una reduccion de la capacidad de migracion
respecto a las células con el vector vacio usadas como control (57).

Otras dianas del miR-199b en el AML son los factores de transcripcibon HOXA7 y
HOXB6. Ambos pertenecen a la familia de factores de transcripcion HOX y estan
implicados en la hematopoyesis, por lo que la expresién aberrante de estos puede
llegar a causar enfermedades como la leucemia. En el subtipo de leucemia FAB-M5,
HOXA7 y HOXB6 se sobre-expresan mientras que el miR-199b presenta unos niveles
de expresion bajos. Esta correlacion inversa entre la expresion de los factores HOX y
el miARN se asocia con el desarrollo de la leucemia (56).



19

2.3.5-SET

SET es una oncoproteina implicada en el control de una gran cantidad de procesos
celulares como la regulacion del ciclo celular, el envejecimiento, la transcripcion y la
acetilacion de histonas. También es un inhibidor endégeno de la fosfatasa 2A (PP2A),
un supresor tumoral. PP2A es una serinal/treonina heterotrimérica formada por una
subunidad catalitica (C), una subunidad reguladora (B) y una subunidad andamio (A).
Regula la transduccion de sefiales de muchas vias como PI3K/Akt o MAPKSs,
implicadas en la proliferacién, supervivencia celular, metabolismo y apoptosis
mediante la modulacion del estado de fosforilacion/activacion de los reguladores ERK
y Akt. SET al inhibir PP2A activa estas vias y ademas es capaz de activar AP-1, inhibir
la actividad de ADNasas y desactivar p53. Se han detectado altos niveles de la
proteina SET en tumores como el colorrectal, pancreéatico, de pecho y leucemia
mieloide cronica en los que se asocian con un pobre prondstico y quimiorresistencia
(58) (59).

La expresion del miR-199b en lineas celulares de coriocarcinoma (BeWo, JAR y JEG)
y muestras de tejido tumoral es baja en comparacion a la de los trofoblastos no
cancerigenos (3 A-Sub-E) y el tejido normal. Por el contrario los niveles de SET, que
en el coriocarcinoma ha sido identificado como una diana del miR-199b, son elevados.
La sobre-expresiéon del miR-199b en la linea celular JAR mediante transfeccién, redujo
los niveles de SET tanto a nivel de ARNm como de proteina asi como la proliferacion.
Por el contrario el silenciamiento del miR-199b en la linea celular 3 A-Sub-E mediante
un MIARN antisentido aumento los niveles de SET. El miR-199b en el coriocarcinoma
acta como un supresor tumoral que reduce la proliferaciéon celular al regular
negativamente la expresién de SET (60).

La expresion del miR-199b en 4 de 5 lineas de cancer colorrectal (CRC) fue baja en
comparacion con la de las células de la mucosa del colon usadas como control. Sin
embargo, los niveles de su diana la proteina SET en las mismas 5 lineas celulares
fueron altos. Para estudiar la relacion entre la expresion de SET y el miARN, se llevo a
cabo la transfeccion de un pre-miR-199b y un anti-miR-199b en las lineas celulares
SW480 y HT-29 que provocaron una disminucion y un aumento de los niveles de SET
respectivamente. Por lo que el miR-199b en el CRC regula negativamente la expresion
de SET al unirse a la regién 3'UTR (61).

Ademas, como SET es un inhibidor endégeno de PP2A, la regulacion por parte del
mMiR-199b afectard a la actividad de este supresor tumoral. En SW480 y HT-29
transfectadas con el pre-miR-199b, se observ6 una activacion de PP2A, una reduccion
de la viabilidad celular y un aumento de la sensibilidad a tratamientos con 5'FU y
oxaliplatino respecto a las células control. El efecto contrario se observé en SW480 y
HT-29 transfectadas con el anti-mi-199b. Estos resultados indican que el miR-199b al
regular negativamente SET tiene efectos anti-tumorales (61) (62).
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2.3.6-Sirtuina (SIRT1)

SIRT1 es una histona deacetilasa de clase lll dependiente de NAD implicada en
muchos procesos como: el envejecimiento, respuesta a dafios en el ADN,
metabolismo, programacion celular, supervivencia, muerte celular y cancer. Su papel
en el desarrollo y progresion del cancer no esta del todo claro ya que segun el tipo de
células y las condiciones puede actuar como un promotor o supresor tumoral. Por
ejemplo, en las células humanas de cancer de colon, cancer de préstata, leucemia
mieloide aguda y cancer de ovario, la SIRT1 se sobre-expresa e inhibe las funciones
del supresor tumoral p53, un fendbmeno clave para que tenga lugar la iniciacion,
progresion, invasion y metastasis del cancer. Ademas, en el cancer de ovario, la
sobre-expresion de SIRT1 se asocia con la quimiorresistencia. Sin embargo, en
células de cancer de vejiga y algunas células de cancer de ovario y préstata, la SIRT1
podria actuar como un supresor tumoral ya que presenta unos bajos niveles de
expresion (63).

En el CRC metastético, el miR-199b presenta niveles de expresion bajos tanto en los
tumores primarios como en las metastasis del higado. Este miARN actlla como un
supresor tumoral porque su expresion forzada disminuye la migracion y la capacidad
de invasion in vivo e in vitro. También aumenta la sensibilidad a tratamientos con 5'-
FU y oxaliplatino en lineas de CRC. El mecanismo oncosupresor del miR-199b en el
CRC mestastatico reside en su capacidad de regular negativamente la expresion de su
diana SIRT1 que inactiva la sefalizacion CREB/KISS. CREB es un factor de
transcripcién que activa la expresion de KISS, un supresor de metastasis. Por tanto, el
silenciamiento de SIRT1 mediante la transfeccion de un siARN en la linea celular
SW620, provoca la acetilacién del factor de transcripcion CREB que aumenta la
expresion de KISS dificultando el desarrollo de la metastasis (64).

2.3.7-Stonina 2 (STON2)

STON2 es una proteina de membrana involucrada en el proceso de la endocitosis,
mediante la seleccion de proteinas relacionadas con las clatrinas permite internalizar
proteinas especificas. A parte de esto, varios estudios indican que esta proteina,
también esta involucrada en la sefializacion dopaminérgica. Se encarga de regular la
internalizacién de los receptores de dopamina de tipo 2 (D2Rs), gracias a los cuales la
dopamina es capaz de estimular la apoptosis e inhibir la progresion tumoral y la
maduracién de los capilares tumorales. La internalizacion de D2Rs mediada por
STON2, reduce los efectos antitumorales de la dopamina y favorece de forma indirecta
el desarrollo tumoral (67) (68).

En el carcinoma papilar de tiroides los niveles de expresion del miR-199b y su diana
STON2 guardan una correlacion inversa. El analisis de 40 muestras de tejido tumoral
mediante qRT-PCR, reveld unos bajos niveles de expresion del miARN respecto a los
del tejido normal usados como control. Por el contrario, el andlisis de la expresion de
STON2 mediante qRT-PCR y una tincién inmunohistoquimica, en las mismas
muestras de tejido tumoral, revel6 unos elevados niveles de la proteina, siendo estos
mayores en tumores avanzados (estado Ill y IV) en los que ademas, se asocia con un
pobre prondstico y baja supervivencia media (68).
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Para evaluar los efectos del miR-199b en el carcinoma papilar de tiroides, se
transfecto la linea celular B-CPAP con el miARN. La sobre-expresion de éste provocé
la supresion de EMT, la expresion de STONZ2, la proliferacion celular, la capacidad de
formar colonias, la migracién y la invasion, asi como un aumento de la apoptosis
celular y la quimiosensibilidad a tratamientos con placlitaxel. Ademéas, mediante la
inoculacion en un raton de las B-CPAP transfectadas, se pudo observar una reduccion
de la metéstasis y del crecimiento tumoral in vivo. Sin embargo, la transfeccion de la
linea celular B-CPAP con un inhibidor del miARN, provoco los efectos contrarios tanto
in vivo como in vitro. Estos resultados sugieren que el miR-199b actda como un
supresor tumoral en el carcinoma papilar de tiroides al regular negativamente la
expresion de su diana STON2 (68).



Tabla 2: Nivel de expresion, targets y funciones moleculares del miR-199b en distintos tipos de cancer
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. . ) . L Funcién . .
miARN Tipo de Cancer Nivel de expresion Target Efectos del miARN Referencia
molecular
. . . . Supresor de . A . i .
miR-199b | Cancer endometrial endometroide (EEC) l MTOR kinasa UMOres Autofagia , disminuye proliferacion, aumenta apoptosis 37,38
miR-199b Cancer de ovario | JAGL Supresor de Disminuye proliferacién ceula_r e |nva§|p!||dad, ar_resta'el ciclo celular, 14
tumores aumenta apoptosis, sensibilidad al cisplatino
MiR-199b Cancer de mama L HER?2 Supresor de Disminuye proliferacion celylar, migracién, clonogenicidad de células 36
tumores HER2+, mejora efectos transtuzumab
miR-199b | Cancer de mama triple negativo (TNBC) l DDR1 ng:ﬁg?ésde Disminuye la migracion, proliferacion e invasion celular 55
HES1
. Dismi lal i &lul D33+ lif i6 laj
MiR-199b Meduloblastoma (MB) | CDIS Supresor de isminuye la la can.tldad‘sje células r_nagre CD33 g pro.l eracion, anclaje y 16.27.28.29
— tumores migracién celular, inhibe la metastasis
via AKt/ERK
ErbB2
. . N-cadherina Supresor de . . A L . s
miR-199b Carcinoma hepatocelular (HCC) l fumores Inhibe la migracién e invasion celular, metéstasis, disminucién EMT 40, 46
HIF-1a
. HER2 . ) . . L, . L .
miR-199b Osteosarcoma (OS) 1 HES-1 oncomiR Produce metéstasis y aumenta la proliferacion, migracién e invasion celular 42
miR-199b Sarcoma de Ewing’s (ES) | CCNL1 Supresor de | Disminuye proliferacion e invasion celular,_ arresta el ciclo celular, aumenta la 50
tumores apoptosis
: Supresor de N . .
miR-199b Cancer de prostata (PCa) l HIF-1a {UmOres Disminuye el cremiento celular, aumento apoptosis 45
. . . Supresor de R . - . o .
miR-199b Carcinoma renal l Desconocido UMOres Disminuye la proliferaciéon y migracion celular, aumenta apoptosis 65
miR-199b Cancer nasofaringeal (estadio I) l Desconocido ng::zroersde Desconocido 66
) ) . S d L . .
miR-199b Coriocarcinoma l SET upresor de Disminuye la proliferacion celular 60
tumores
HOXA7
MiR-199b Leucemia mieloide aguda (AML) L HOXB6 Supresor de Disminuye la migracién, aumenta la capzjlcidqd de formar colonias e induce 56,57
PODXL tumores la leukemogénesis

DDR1
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k-RAS
KSR2
. Cancer de pulmdn de células no pequefias PIK3RI Supresor de Disminuye la proliferacion celular, la invasion, la capacidad de formar
miR-199b . . ; 20, 49
(NSCLC) Aktl tumores colonias y la metéastasis.
Rhebl
ZEB1
miR-199b Tumor paratiroide hereditario (MEN1) ;";::1 oncomiR Aumenta la proliferacion celular y la metastasis 47
. Supresor de I - . , S
miR-199b |Cancer colorrectal estado temprano (CCR) SET UMOres Disminuye viabilidad celular y aumenta la sensibilidad a 5"-FU y oxaliplatino 61
miR-199b | Cancer colorrectal metastético (CCR) SRT1 Supresor de Disminuye invasion y migracion celglar,_ aumenta la sensibilidad al 5"-FU y 64
tumores oxaliplatino
MIR-199b Carcinoma papilar de tiroides STONZ Supresor de Disminuye proliferacién, migracion, formacion de colonias, metastasis y 68

tumores

progresion tumoral. Aumenta la apoptosis y la quimiosensibilidad al placlitaxel
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3-VALOR CLINICO DEL miR-199b COMO BIOMARCADOR

La alteracién de los niveles de expresion del miR-199b en los distintos tipos de
canceres, le otorgan a esta molécula un gran potencial como nuevo biomarcador de
diagnostico, prondstico, progresion y estado del tumor. (Tabla 3)

3.1-Carcinoma de células renales (RCC)

El carcinoma de células renales metastatico (RCCm) tiene, por lo general, un
prondstico bastante negativo. Por tanto, la identificacibn temprana de aquellos
pacientes que presenten un alto riesgo de desarrollar metéstasis es imprescindible
para poder mejorar la prediccion de la evolucion de la enfermedad y seleccion del
tratamiento para, en Ultima instancia, conseguir reducir la mortalidad de ésta. Por esta
razon, Wu et al.(69), han desarrollado una firma constituida por 4 miARNs (miR-10b,
mMiR-139-5p, MiR-130b y miR-199b-5p) que permite identificar el estado de metastasis
en las células claras del carcinoma de células renales (ccRCC) (69).

Wu et al. (69) mediante un microarray, analizaron los niveles de expresion de miARNs
en 28 muestras de ccRCC (T1, n: 13 y M1, n: 15), aquellas que presentaban tumores
T1 fueron utilizadas como controles. El microarray revelé 21 miARNs expresados de
forma diferencial entre las muestras de ccRCC localizado y metastatico (ccRCCm). De
estos 21, en el ccRCCm 7 estaban sobre-expresados y 14 poco expresados. Para que
los miARNs desregulados fuesen escogidos para formar parte de la firma, estos
debian presentar un valor p< 0,01 y una diferencia del doble entre la expresion del
MiARN en ccRCC y ccRCCm. Los que cumplian ambos requisitos fueron: el miR-10b y
el miR-139-5p, con bajos niveles de expresion y el miR-130b y el miR-199b-5p sobre-
expresados. Una vez escogidos los 4 miARNs que forman la firma, mediante una
curva ROC, se determind el punto de corte (8,12) con mejor especificidad y
sensibilidad que permitiese distinguir entre las muestras con un alto o bajo riesgo de
metastasis. Por ultimo, se realiz6 un analisis de regresion Cox con el que se observo
gue ademas de la expresion del miR-199b, el riesgo de metéastasis y el estado del
tumor también podrian servir para pronosticar la supervivencia media de este cancer
(69).

3.2-Carcinoma endometrial (ECC)

En el ECC, el miR-100, miR-99 y miR-199b presentan bajos niveles de expresion.
Torres et al. (33) quisieron evaluar el valor prondstico y diagnéstico de la expresiéon de
estos mMiARNs en muestras de tejido y de plasma ECC. Para ello, elaboraron curvas
ROC y desarrollaron dos firmas de miARNs que permitiesen diferenciar con alta
especificidad y sensibilidad las muestras ECC de las muestras control de plasma y
tejido. La primera firma compuesta por el miR-100, miR-99 y miR-199b permitia
diferenciar entre muestras de tejido ECC y normal de forma mas precisa que los
miARNs de manera individual. La curva ROC de ésta obtuvo un area debajo de la
curva (AUC) de 0,774, mientras que la del miR-199b en solitario fue 0,704. Por otro
lado la segunda firma constituida por el miR-199b y el miR-99a (AUC = 0,903) permitia
diferenciar entre muestras de plasma ECC y normales con una sensibilidad del 88% y
una especificidad del 93% (33).
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Para evaluar el valor pronéstico de estos miARNs sobre la supervivencia se llevo a
cabo un analisis de regresion Cox y un andlisis de supervivencia Kaplan-Meyer. Los
resultados obtenidos indicaron que la expresion del miR-99a y el miR-100 se
asociaban con el prondstico de la supervivencia general, en particular la baja
expresion del miR-100 era sin6bnimo de una menor supervivencia. Por todo esto,
ambas firmas de miARNS, pueden considerarse unos prometedores biomarcadores
para el diagndstico temprano y pronostico en el ECC (33).

3.3-Cancer de ovario

El cancer de ovario tiene una elevada tasa de mortalidad debido a diferentes razones.
Una de ellas es el desarrollo de quimiorresistencia adquirida al cisplatino, que es el
tratamiento de primera linea para este tipo de cancer (14).

Muchos estudios apuntan que los miARNs se ven implicados en este proceso. Asi
gue, para estudiar la desregulacién de la expresion de los miARNs en el cancer de
ovario con quimiorresistencia adquirida, los autores llevaron a cabo un array de
miARNSs en dos lineas celulares de cancer de ovario. Se comparoé la expresion de las
células sensibles al cisplatino A2780s y OV2008 con la de las células resistentes al
cisplatino A2780cp y C13*. Mediante el array se detectd una baja expresion del miR-
199b en las células resistentes que fue validada con una gRT-PCR en las mismas
células y en otras lineas quimiorresistentes como SKOV3, OVCA433 y ES-2. Se
observd una disminucién progresiva en los niveles de expresion del miARN desde
etapas tempranas a avanzadas del tumor, que se asociaban de forma significativa con
el desarrollo de la quimiorresistencia y con una baja supervivencia (14).

3.4-Cancer de mama

Los niveles de expresion del miR-199b fueron analizados mediante gRT-PCR en 131
muestras de tejido tumoral de cancer de pecho y en el tejido no canceroso adyacente.
La expresion del miARN en el tejido tumoral fue baja en comparacion con la del tejido
normal. Ademas, la baja expresion del miR-199b se correlaciond significativamente
con un estado avanzado TNM (Tumor, n6dulo, metastasis) y metastasis en los nédulos
linfaticos. El analisis Cox identificé la expresién del miR-199b como un factor de
prondstico independiente y el analisis de supervivencia Kaplan-Meyer determiné que
los pacientes con una baja expresion de este miARN tuvieron una supervivencia
significativamente mas corta. Todos estos resultados sugieren que los bajos niveles de
expresion del miR-199b podrian ser usados como un biomarcador de prondéstico en el
cancer de mama (70).

3.5-Carcinoma hepatocelular (HCC)

Los niveles de expresion del miR-199b se analizaron en 35 muestras de HCC e higado
cirrético (control) mediante un ensayo TagMan de miARN. Se detect6 una baja
expresion del miARN en el tejido HCC que se correlacion6 negativamente con el
estado TNM, ya que los tumores mas avanzados presentaron menor expresion del
miR-199b. Para determinar el valor prondstico de este miARN, se realizé un analisis
de supervivencia Kaplan-Meyer gracias al cual se observo que la expresion del miR-
199b estaba inversamente correlacionada con la supervivencia general y la
supervivencia libre de enfermedad. Por lo tanto, aquellos pacientes que presentaban
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bajos niveles de expresion del miR-199b tuvieron una menor supervivencia. Todo esto
indica que el miR-199b podria ser un biomarcador de prondstico muy util en el HCC
(46).

3.6-Cancer colorrectal (CRC)

Long Sheng et al. (61) estudiaron la expresion del miR-199b en 30 muestras de tejido
tumoral primario CRC y sus metastasis del higado. La expresion del miARN en las
muestras metastaticas fue mucho menor que en las de tumor primario CRC. Esta baja
expresion en las muestras tumorales se asocia con un avanzado estado TNM, el
desarrollo de metastasis linfatica y la presencia de metastasis sincrénicas en el
momento del diagnéstico. Cristobal et al. (63), obtuvieron los mismos resultados al
analizar 93 muestras de tejido tumoral primario CRC y sus metéstasis hepéaticas. Para
evaluar el valor pronéstico del miR-199b, llevaron a cabo un andlisis de supervivencia
Kaplan-Meyer mediante el cual observaron que los pacientes que presentaban baja
expresion del miARN tenian una supervivencia media y una supervivencia libre de
enfermedad menor. Ademas, detectaron un mayor valor prondstico del miR-199b en
aquellos pacientes jovenes o mayores de 70 afios con KRAS no mutado. Por ultimo,
determinaron que la baja expresion del miR-199b podia predecir la eficacia de
tratamientos basados en oxaliplatino en pacientes con CRC (61) (64).

3.7-Carcinoma escamoso de cabezay cuello (HNSCC)

Se analizaron mediante qRT-PCR 32 muestras de tejido HNSCC y 8 muestras del
tejido normal adyacente. El andlisis detecté unos bajos niveles de expresion de los
mMiR-15a, miR-34c y miR-199b en las muestras de tejido HNSCC que se asociaron con
la invasion de los nédulos linfaticos. Por otra parte, la baja expresion del miR-199b en
las muestras HNSCC, también se asoci6 con la presencia de invasion perineural. Esto
convierte a los miR-15a, miR-34c y miR-199b en unos potenciales biomarcadores de
diagnéstico para la deteccion temprana del HNSCC, aunque aln se necesitan realizar
muchos mas estudios (71).

3.8-Leucemia mieloide aguda (AML)

Para investigar el valor prondstico del miR-199b en AML, Favreau et al. (65) analizaron
las caracteristicas clinicas y moleculares de 166 casos de AML mediante The Cancer
Genome Atlas (TCGA). El andlisis de los niveles de expresion del miARN en muestras
con distinto riesgo citogenético y las curvas de Kaplan-Meyer para los altos y bajos
niveles de expresion del miR-199b asociaron la baja expresion de éste con un alto
riesgo citogenético y una pobre supervivencia general. También se estudiaron los
cambios en la expresion de este miARN en los distintos subtipos de AML. En el
subtipo FAB-M5, se detectd una expresion del miR-199b especialmente baja que se
asocié con un mal prondstico porque la supervivencia media de 1 afio en estos
pacientes fue sélo del 25%, mientras que la del resto fue del 51%. Estos resultados
sugieren el uso del miR-199b como biomarcador de prondstico para la AML y en
especial para el subtipo FAB-M5 (56).
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3.9-Cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC)

Jin et al. (20) evaluaron el valor prondstico del miR-199b en el NSCLC con K-Ras
mutado. Se analizaron los niveles de expresion en 2 lineas celulares de NSCLC
(H1975 y H522) con K-Ras mutado mediante un array de miARNsS. Se observé una
baja expresion del miR-199b en ambas lineas, que mediante un andlisis de
supervivencia Kaplan-Meyer se correlacion6 con una baja supervivencia de los
pacientes NSCLC (20).

3.10-Meduloblastoma (MB)

Garzia et al. (27) al analizar la expresion del miR-199b en 61 pacientes con MB,
observaron que la expresion de éste en los casos que presentaban metastasis (M1,
M2 y M3) fue mucho menor que en aquellos no metastéticos (M0). La expresion del
mMiR-199b se correlaciona con el grado de diseminacién de la metastasis. Mediante las
curvas de supervivencia se pudo observar que los pacientes con altos niveles de
expresion del miR-199b tenian una mayor supervivencia general que aquellos que
presentaban bajos niveles de expresion. Sin embargo, el andlisis estadistico long Rank
test de estas curvas no mostro diferencias significativas, probablemente debido a los
pocos pacientes a los que se les hizo el seguimiento. A pesar de esto, la expresion del
mMiR-199b se considera un nuevo marcador molecular que podria identificar a aquellos
pacientes MB de bajo riesgo con posibilidades de desarrollar un tumor agresivo y
metastasis (27).

3.11-Osteosarcoma (OS)

En el estudio realizado por Haibin Zeng et al. (71) se valido la expresion del miR-199b
con una gRT-PCR en 98 muestras de tejido OS y en el tejido normal adyacente. Se
observé que los niveles de expresion del miARN en las muestras OS fueron mucho
mas altos que en las de tejido normal y mediante un analisis long Rank se establecio
un valor de corte para la expresion del miR-199b de 4,35 que permitia diferenciar entre
las muestras con alta y baja expresion. Ademas, la expresién del miR-199b en el OS
se correlacion6 de forma positiva con un estado avanzado TNM, metastasis y
recurrencia de la enfermedad. Para estudiar el valor pronéstico del miR-199b, se llevé
a cabo un andlisis de supervivencia Kaplan-Meyer en el que los pacientes con alta
expresion del miARN presentaron una supervivencia general menor. También se
realizé un andlisis Cox con el que se identificaron el estatus de la metastasis, la
expresion del miR-199b, el estatus de recurrencia y la respuesta a la quimioterapia
pre-operativa como factores de pronostico independientes de una peor supervivencia.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio de Chen et al.(37), en el
que al analizar la expresion del miR-199b en 57 muestras de tejido OS, ésta se asocio
de forma positiva con el estado TNM, la metéstasis distante y de nddulos linfaticos y
una pobre supervivencia general. Todo esto sugiere que el miR-199b podria ser usado
como biomarcador de prondstico en el OS (37) (72) (73).
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3.12-Carcinoma papilar de tiroides (PTC)

En un estudio (73) se analizdé la expresion del miR-199b mediante gRT-PCR en
muestras de tejido PTC, tejido tumoral benigno de ndédulos de tiroides y tejidos
adyacentes no tumorales. En ambos tejidos tumorales, la expresion del miR-199b fue
menor que en los tejidos no tumorales. Sin embargo, los niveles del miARN en las
muestras PTC fueron menores que en las de tejido tumoral benigno. Al analizar el
valor diagnéstico del miR-199b, se elaboré una curva ROC (AUC= 0,805) para
distinguir muestras PTC de tumores benignos de nddulos de tiroides, gracias a la cual
se establecié un valor de corte de -6,21 con una especificiadad del 72,2% y una
sensibilidad del 81,2%. Ademas, los bajos niveles del miR-199b en PTC se asociaron
con la capacidad de invasion tumoral y metastasis en los ganglios linfaticos. Por
altimo, segun el analisis de supervivencia, también se relacionaron con una baja
supervivencia general (67) (74).

3.13-Tumor paratiroides

Los tumores paratiroides pueden ser de dos tipos, esporadicos o hereditarios. Estos se
desarrollan de forma diferente de manera que a la hora de escoger el tipo de
tratamiento, la discriminacién entre ambos es importante. Por esta razén, Hwang et al.
(74) realizaron un microarray de miARNs en 8 muestras de tejido (normal, tumoral
paratiroides esporadico y hereditario) para identificar aquellos miIARNs que se
expresaban de forma diferente entre los tumores paratiroideos esporadicos y
hereditarios. Mediante este andlisis se detectaron 10 miARNs con la expresion
alterada. Los resultados del microarray fueron validados mediante una gRT-PCR de 24
muestras de tejido normal paratiroides, 25 de tejido tumoral paratiroides esporadico y
12 de hereditario. Se observdé que la expresion del miR-199b era la Unica que
cambiaba de forma significativa entre las muestras de tejido normal y las de ambos
tipos de tumores, siendo baja en tumores hereditarios y alta en los esporadicos. Tras
obtener estos resultados se elaboré una curva ROC para estudiar el valor diagnéstico
del miR-199b al distinguir entre ambos tipos de tumores. Se obtuvo una AUC de 0,863
(p< 0,001) y una sensibilidad y especificidad para diferenciar tumores hereditarios de
esporadicos paratiroides del 67% y 100% respectivamente. Todo esto sugiere que los
cambios en los niveles de expresion del miR-199b entre los tumores paratiroides
esporadicos y hereditarios podrian ser usados como biomarcador de diagnéstico para
distinguir entre estos tumores con diferente origen genético (75).

3.14-Cancer rectal localmente avanzado (LARC)

El tratamiento estandar del LARC consiste en una quimioterapia pre-operativa basada
en 5-FU seguida de una cirugia de escision mesorrectal total. El problema es que la
guimioterapia pre-operativa no siempre es lo suficientemente efectiva. Por tanto la
identificacion de biomarcadores como el miR-199b que permitan seleccionar aquellos
pacientes con una mayor posibilidad de responder positivamente a la quimioterapia
pre-operativa, es de gran importancia a la hora de reducir la morbilidad por tratamiento
y los retrasos en la cirugia, asi como la hora de ofrecer a los pacientes que no
responden a la quimioterapia pre-operativa tratamientos alternativos.
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Cristobal et al. (62), para evaluar el valor predictivo del miR-199b, cuantificaron
mediante una gRT-PCR su expresion en 110 pacientes LARC. Observaron una baja
expresion del miR-199b en aquellos pacientes que no respondian a la quimioterapia
pre-operativa. Por tanto, la baja expresion de este miARN, se asocia una mala
respuesta a este tratamiento. Ademas, los bajos niveles de expresién del miR-199b,
también se relacionaron con invasion de los ganglios linfaticos tras el tratamiento, un
estadio patologico avanzado y una menor supervivencia general y libre de enfermedad
(62).



Tabla 3: Valor clinico del miR-199b como biomarcador en diferentes canceres
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. . , Tipo de Nivel de L . :
microARN Tipo de cancer . P -, Significado clinico Muestra | Referencia
biomarcador expresion
_ ) Diagnéstico _ . Distingue muestras con alto o bajo
miR-130b, miR-199b-é renales metastatico 199b-5p), | (MiR- Tejido 69
y P (mRCC) Pronéstico 10b, miR-139-5p) Peor supervivencia media
iR-100, miR-99 iR . . L Disti t tras ECC .
m! m! aymi Carcinoma endometrial | Diagndstico y Istinguen entre muestras t y Tejido
199b L ! normales y una peor supervivencia 33
- - (ECC) prondéstico .
miR-199b y miR-99a media Plasma
miR-199b Cancer de ovario PI’OI’]C-)St.ICO ! E.’aj.a supferwver-mla ggnergl Tejido 14
Predictivo Quimiorresistencia al cisplatino
Diaanéstico Estado avanzado TNM y metastasis
miR-199b Cancer de mama g ! en nédulos linfaticos Tejido 70
Prondostico Baja supervivencia general
Carcinoma Diagnéstico Estado avanzado TNM
miR-199b hepatocelular (HCC ! Tejido 46
epatocelular ( ) . Baja supervivencia general y
Pronostico . .
supervivencia libre de enfermedad
mMiR-15a, miR-34c y miR- Carcinoma escamoso S Invasion de nodulos linfaticos e .
199b de cabezay cuello Diagnéstico ! ivasion perineural Tejido 71
(HNSCC) P
. Leucemia mieloide . . . . "
miR-199b aguda (AML) Prondstico ! Baja supervivencia general Tejido 56
Céancer de pulmon de
miR-199b células pequefias Pronéstico ! Baja supervivencia general Tejido 20
(NSCLC)
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. L, Identifica el desarrollo y grado de .
miR-199b Meduloblastoma (MB) Diagnostico . L y,g : Tejido 27
diseminacion de metastasis
Pronéstico Baja supervivencia general
miR-199b Osteosarcoma (OS) L Estado avanzado TNM, metastasisy | Tejido 37,72,73
Diagnostico .
recurrencia de la enfermedad
Pronéstico Baja supervivencia general
miR-199b Carqngma papilar de Dlstmgue muestr:as PTC dg tumores Tejido 67.74
tiroides (PTC) o benignos de nddulos de tiroides
Diagnostico . — , -
mayor invasibilidad y metastasis en
los ganglios linfaticos
. Baja supervivencia media y una
Pronostico . . L
supervivencia libre de progresion
- Baja eficacia de tratamientos basados
Cancer colorrectal Predictivo en oxaliplatino
miR-199b Tejido 61,64
I (CRC) Avanzado estado TNM, desarrollo de I
o metastasis linfatica y metastasis
Diagnostico L
sincronica en el momento del
diagnédstico
Tumor paratiroides
miR-199b esporadm(.)s. Diagnéstico Dlscr|m|na entre,tu.mores parat!roples Tejido 75
Tumores paratiroides de origen esporadicos o hereditarios
hereditarios
) Predictivo Respuesta a la qm_mloterapla pre-
Cancer rectal operativa
miR-199b localmente avanzado Prondstico Baja supervivencia general y Tejido 62
(LARC) supervivencia libre de enfermedad
diagndstico Estadio patologico avanzado
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4-CONCLUSION

Tal y como se ha discutido a lo largo de toda esta revision, el miR-199b juega un papel
regulador muy importante durante el proceso de la tumorigénesis. Puede actuar como
un oncogén o un supresor tumoral al inhibir o estimular la proliferaciéon celular, el
crecimiento tumoral, apoptosis y metéstasis en muchos tipos de lineas celulares
cancerigenas y modelos xendgrafos. Gracias a esto, es un excelente candidato para
ser utilizado como diana terapeutica a la hora de tratar tumores humanos. Aunque
para ello aiin quede mucho camino por delante.

Por otro lado, numerosos estudios proponen el uso de este miR-199b como
biomarcador clinico de diagnéstico y prondstico en varios tipos de canceres. Las
alteraciones en los niveles de expresion de este miARN permiten llevar a cabo un
diagnoéstico temprano de la enfermedad y su estado, asi como predecir cdmo
responderd el paciente a un tratamiento determinado. Estos dos sucesos son claves a
la hora de reducir la mortalidad y frenar la progresion de la enfermedad. Ademas, las
alteraciones en la expresion del miR-199b también se han asociado con el prondstico
y la supervivencia clinica de los pacientes. Sin embargo, estos estudios presentan
ciertas limitaciones, ya que muchos de ellos han sido realizados con un niamero muy
pequefio de muestras y alin no se han llevado a cabo ensayos que confirmen y validen
el valor clinico de este miARN. De manera que es necesario realizar mas estudios que
verifiguen estos resultados para poder confirmar el papel que juega el miR-199b en
cada céancer.
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5-AUTOEVALUACION:

En este trabajo de fin de grado se ha llevado a cabo una revision bibliogréfica sobre el
significado clinico y funcional del microARN-199b en el cancer humano, cuyo objetivo
es conseguir que el lector se haga una idea general de la situacion actual en la que se
encuentra el tema en cuestién. Por esta razoén, se ha realizado una exhaustiva
busqueda de informacién a partir de una gran cantidad de articulos para asi poder
elaborar un documento que recopile todos los estudios que existen hasta el momento
sobre el microARN-199b en el cancer humano.

Mediante este trabajo, he mejorado mi capacidad de busqueda de informacién en
bases de datos como Pubmed. Gracias al empleo de palabras clave y la lectura de
resimenes he podido seleccionar aquellos articulos de mayor relevancia e interés, asi
como diferenciar entre los publicados en revistas con un alto o bajo indice de impacto.
También he aprendido a extraer y sintetizar rdpidamente la informaciébn mas
importante de cada articulo. Ademas, al existir tantos documentos publicados, he
tenido que analizar y comparar los datos obtenidos para evitar la repeticion de
informacién y poder escoger los articulos mas actuales, con resultados mas fiables y
menos puntos débiles. Por otro lado, cabe destacar que para la realizacion de muchos
de estos estudios se usaron técnicas que he estudiado a lo largo de la carrera como el
aislamiento de ARN, gRT-PCR, Wester-blot,citometria de flujo o ensayos de luciferasa
y al ver como han sido empleadas en estudios reales, he podido mejorar mis
conocimientos acerca de ellas. Ademas, he conocido otras técnicas nuevas como el
ensayo wound healing y el ensayo transwell. Por ultimo, y debido a su complejidad, he
aprendido lo basico acerca de los diferentes métodos estadisticos que se usan para
evaluar los biomarcadores (curvas de supervivencia Kaplan-Meyer o analisis Cox entre
otros).

Gracias a todo esto he adquirido gran cantidad de conocimientos sobre el microARN-
199b, su influencia en una gran variedad de canceres y cémo realizar estudios que
evallen sus efectos sobre los distintos tipos de tumores y su potencial como
biomarcador y diana terapedtica.
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