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El diagndstico temprano de muchas enfermedades es uno de los mayores retos
de la medicina actual. Ademas, en algunas patologias, un diagndstico inequivoco y
definitivo es clave para mejorar la prognosis de los pacientes afectos. Si bien es cierto
que actualmente existen muchos biomarcadores éptimos para el diagndstico de muchas
enfermedades comunes, no es menos cierto que otros biomarcadores que se estan
utilizando presentan caracteristicas que los hacen poco apropiados, tales como una baja
sensibilidad o especificidad, una obtencion a partir de técnicas invasivas que ocasionan
incomodidad, malestar o incluso cierto riesgo para el paciente y un coste elevado que
restringe su uso de forma general. Por este motivo, hay un gran interés en la comunidad
cientifica en encontrar nuevos biomarcadores que suplan estas deficiencias y sean
efectivos para el diagndstico de las diferentes enfermedades que afectan a la poblacién.
Las caracteristicas de un buen biomarcador diagndstico estan bien establecidas: debe
presentar una buena especificidad y sensibilidad, debe poder cuantificarse facilmente a
partir de técnicas no invasivas, debe ser mesurable de forma rapida y econdmica y debe
presentar estabilidad in vivo y una vez almacenado. Los microRNAs (miRNAs), al cumplir
estas caracteristicas, se han propuesto como potenciales biomarcadores de

enfermedad.

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA de unos 17 a 25 nucleétidos que se
caracterizan por no codificar para proteinas, pero aun asi ser claves en la regulacién
genética celular. Se sintetizan activamente por las células y su biogénesis esta altamente
regulada. Los miRNAs maduros funcionales actuan controlando la expresion génica de
manera postranscripcional uniéndose a los RNAs mensajeros de sus genes diana y de
esta forma, promover su degradacién o inhibir su traduccién, evitando en ambos casos
su expresion. Este mecanismo de control de la expresién se engloba dentro del campo
de la regulacion epigenética dado que no induce cambios en la secuencia de nucleétidos
del DNA o en el niumero de copias de éste. En la actualidad hay descritos mas de 2200
miRNAs que se encargan de ajustar con precision la traduccion de hasta
aproximadamente un 60% de los genes codificantes de proteinas en humanos. Pero
ademas de regular genes diana intracelulares, los miRNAs, bajo diferentes condiciones

fisioldgicas y patolégicas, pueden ser liberados al plasma sanguineo de forma activa o
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pasiva presentando una expresiéon andmala que puede cuantificarse. Este hecho

permite postular a los miRNAs como potenciales biomarcadores de enfermedad.

Los miRNAs circulantes cumplen con los requerimientos comentados
anteriormente para considerarse como biomarcadores ideales para muchas patologias
clinicas. En plasma, aunque se pudiera pensar lo contrario, presentan una gran
estabilidad dado que estan protegidos de la degradaciéon por las ribonucleasas
plasmaticas, gracias a que son liberados encapsulados en estructuras lipidicas tales
como microvesiculas y exosomas o formando complejos con proteinas como con la
lipoproteina de alta densidad (en inglés HDL). Ademas, el plasma es un fluido corporal
facilmente accesible, de manera que la cuantificacion de miRNAs en él garantiza una
obtencién de muestras mediante técnicas muy poco invasivas y con muy poco riesgo
para los pacientes. Por otra parte, los miRNAs también presentan una alta sensibilidad
y especificidad. En este sentido, los niveles de los miRNAs circulantes son sensibles y
variables en funcion de la progresién de la enfermedad de estudio. Ademas, son
liberados al plasma por tejidos o células especificas de la patologia de estudio, como por
ejemplo, los miRNAs especificos de diferentes tipos de tumores?. Por otra parte, si bien
es cierto que el campo de los miRNAs es relativamente nuevo, las técnicas para aislar y
cuantificar DNA y RNA llevan muchos afios aplicdndose en los laboratorios de
investigacion basica. Actualmente, la técnica de referencia (“gold-standard”) para la
cuantificacién de los miRNAs es la transcripcion reversa acoplada a la reaccidn en cadena
cuantitativa de la polimerasa (en inglés RT-qPCR). Esta técnica ha evolucionado
muchisimo en los ultimos anos, tanto desde el punto de vista de la optimizacidn de los
reactivos como de los equipos de medida, y esto ha permitido el disefio de ensayos
semiautomaticos, la reduccién del tiempo de medida y su coste. Aun asi, el balance
coste-efectividad para la mayoria de miRNAs como biomarcaodres diagndstico no esta
todavia optimizado y esto repercute en impacto negativo para su aplicaciéon en la
practica clinica de rutina. Si bien, como hemos comentado, los costes para su
cuantificacion se han reducido considerablemente, los datos existentes para su
aplicacién son todavia preliminares. Sin embargo, estudios recientes han mostrado
diferentes test de miRNAs coste-efectivos para diagnosticar patologias como el cancer

gastrico o el de mama?®3.
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Este rdpido avance de la tecnologia ha permitido progresar a un ritmo tan
elevado la investigacién sobre los miRNAs que casi en cualquier ambito de la patologia
médica existen estudios que los han propuesto como biomarcadores diagndsticos. El
reto en este tipo de estudios estd en identificar de forma precisa y reproducible los
miRNAs individuales, o un conjunto de ellos, asociados a patologias concretas para
poder utilizarlos como sus biomarcadores diagnésticos. Las mayores evidencias se han
descrito en dreas especificas como la oncologia, o las enfermedades cardiovasculares,
inflamatorias, infecciosas o neuroldgicas, siendo en el campo oncoldgico y
cardiovascular donde las evidencias son mds sélidas. En el ambito cardiovascular, los
miRNAs circulantes se han propuesto como biomarcadores de enfermedad coronaria,
insuficiencia cardiaca, miocardiopatia y remodelacion cardiaca. Sin el objetivo de hacer
un repaso exhaustivo, el miRNA-133a se ha descrito como biomarcador diagndstico y
como diana terapéutica prometedora de infarto de miocardio®. En la misma linea, se ha
observado que la expresion elevada de miRNAs como el 1254 o0 499 podrian tener una
importancia diagndstica en pacientes con insuficiencia cardiaca® y también que
aumentos de miRNA-145 presentan una alta capacidad diagndstica de enfermedad
coronaria con valores de area bajo la curva del anélisis ROC de 0,95°. También se han
descrito diversos miRNAs biomarcadores de enfermedad cardiovascular en ciertas
enfermedades inflamatorias o metabdlicas. Por ejemplo, miRNAs como el 425-5p y el
451 se han asociado diferencialmente en hombres y mujeres a alteraciones en los
valores del grosor de la intima media carotidea en pacientes con artritis reumatoide y
se consideran potenciales marcadores diagndstico de enfermedad cardiovascular en
pacientes con esta enfermedad’. Del mismo modo, también se ha visto que miRNAs
como el 144, 150 o 320, entre otros, podrian tener un papel crucial en el diagnéstico

precoz y la progresion de la cardiomiopatia diabética?.

En el campo de la oncologia, es dénde existen datos mas consistentes, diferentes
estudios han mostrado que la expresién alterada de miRNAs en tejidos esta asociada a
la apariciéon y el desarrollo de tumores. Estos miRNAs pueden actuar como
protooncogenes o como genes supresores de tumores. Muchos estudios se han

centrado en la precisién de los miRNAs circulantes como marcadores diagndsticos de
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diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, y solo por citar algunos, un meta-analisis
reciente mostré que la sensibilidad y especificidad de los miRNA-497 y miRNA-199 en el
diagnéstico del mieloma multiple eran del 86% y 96% y del 80% y 80%,
respectivamente®. Otro ejemplo es el miRNA-200c, el cual mostré una alta precision
diagnodstica para el cancer de ovario, con una sensibilidad del 84% y una especificidad
del 83%%0. Ademads, se ha propuesto que las firmas de expresion plasmaticas de
diferentes miRNAs serian incluso mas efectivas como biomarcadores diagndsticos que
los resultados de expresion de miRNAs individuales. Por ejemplo, se ha descrito una
firma de 6 miRNAs plasmaticos para el diagnéstico del cdncer de pulmdn?l. Entre otras,
también se ha descrito una firma, en este caso de 5 miRNAs séricos, capaz de diferenciar
pacientes con cdncer de mama maligno de pacientes con tumores benignos'?. Existen
otros estudios en este mismo sentido. Por ejemplo, se ha descrito que los niveles de
expresion circulantes del miR-1246 estan elevados en pacientes con mieloma multiple
comparados con controles y que su valor diagndstico es elevado con una sensibilidad
del 87% y una especificidad del 95%!3. Ademas, también se ha descrito que los valores
elevados de miRNA-199a-5p y miRNA 627-5p son potenciales valores diagndsticos de
neoplasias colorrectales con una capacidad muy alta de discriminar los pacientes de los

controles con dreas bajo la curva ROC de 0,83 y 0,94,

Los miRNAs pueden indudablemente ayudar en el proceso diagndstico ya que
conocer, por ejemplo, qué miRNA estd implicado en un tipo de cancer concreto y
conocer su papel ayudaria no solo en el diagndstico de la patologia y en la correcta
estratificacidon de los pacientes segun su riesgo sino también podria ayudar al desarrollo
de nuevos agentes terapéuticos. En este sentido, existen ya ensayos clinicos en humanos
de farmacos dirigidos sobre miRNAs implicados, por ejemplo, en AR. En concreto, el
farmaco ABX464 (obefazimod) esta disefiado para augmentar la expresién del miRNA-
124 que se encarga de inhibir la activacién de los monocitos y macréfagos y reducir la
sintesis de diferentes mediadores de la inflamacién implicados en enfermedades

inflamatorias como la ARY.

Estos estudios descritos en el campo cardiovascular y oncoldgico son sélo unos
ejemplos de los muchos datos existentes, en estos y en otros campos, que se pueden

encontrar detallados en excelentes revisiones al respecto'®!’. Sin embargo, también
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existen datos con resultados heterogéneos que a dia de hoy muestran una dificultad en
la reproducibilidad y consistencia del uso de los miRNAs como biomarcadores
diagndsticos de enfermedad?®. Solo por citar algunos, se ha demostrado que un mismo
miRNA, en concreto el miRNA-214 presenta datos de sensibilidad y especificidad muy
variables entre diferentes estudios que lo evallan como marcador prondstico de
mieloma®®. Otro ejemplo es el miRNA-21, que aunque diversos estudios muestran que
su expresion estd incrementada en pacientes con cancer de mama, su sensibilidad hasta

el momento no es uniforme?°.

Las causas de los resultados heterogéneos pueden ser diversas, desde el tipo de
disefio del estudio o la falta de poder estadistico, hasta la falta de validacion de los
resultados en cohortes independientes. Pero sin duda, uno de los problemas mas
importantes de la falta de reproducibilidad en los estudios sobre los miRNAs como
biomarcadores es la necesidad de estandarizacion de todo el proceso; desde la
obtencidn y seleccion del tipo de muestra, su transporte y almacenamiento, hasta, y de
forma crucial, la metodologia de cuantificacidn utilizada. Sin el objetivo de profundizar
excesivamente en este aspecto, factores clave de este proceso son el limite de deteccién
de la técnica, el rango dindmico de la medida y los controles internos y endégenos
normalizadores utilizados. Ademas, no hay que olvidar que el uso de los miRNAs como
biomarcadores diagndsticos de enfermedad estd aun en sus inicios y para poderlos
incorporar como biomarcadores diagndsticos de patologias es también necesario
avanzar en el conocimiento de la modulacién de los niveles plasmaticos de miRNAs

circulantes por parte de factores como la edad, el sexo, la raza, etc.

A pesar de estos inconvenientes, los miRNAs circulantes presentan las
caracteristicas asociadas a un éptimo biomarcador diagnéstico y aunque los protocolos
actuales requieran, tal y como hemos comentado, de una estandarizacién para su uso
en la practica clinica, existen suficientes evidencias cientificas para proponer estas
moléculas como prometedoras herramientas utiles en el futuro. Es solo cuestidn de
tiempo de que se automaticen y se estandaricen totalmente las técnicas de medida y
cuantificacién para que los miRNAs se determinen de forma rutinaria en los laboratorios
clinicos tal y como se lleva haciendo desde hace tiempo en los laboratorios de

investigacion bésica. Ademas, la incorporacion de los miRNAs como una estrategia mas
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eficaz y segura en el diagndstico de las patologias aportara un enfoque mas novedoso

en este campo para aproximarlo a la denominada medicina personalizada de precision.
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