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Resumen

En Chile, el cancer colorrectal (CCR) es una patologia que ha aumentado su
incidencia y mortalidad en los Gltimos afios. Actualmente su diagndstico es realizado
en base a métodos invasivos, costosos o poco confiables. En consecuencia, surge la
necesidad de buscar nuevas alternativas para su deteccion temprana, donde los
microRNAs (miRNAs) emergen como una opcion viable como biomarcadores
diagnosticos de CCR. Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA no
codificantes capaces de regular indirectamente la expresion génica y pueden sufrir
desregulaciones que en algunos casos promueven la proliferacion celular y otros
procesos que llevan a la transformacion tumoral por sus actividades como oncogenes

y/o supresores de tumores.

En esta investigacion se analizaron 5 microRNAs (miR-21, miR-92a, miR-
135b, miR-200c y miR-802) que podrian ser un posible blanco de estudio como
nuevas herramientas en el diagnostico del CCR, tambien se distinguieron factores
que inciden sobre la estandarizacion de la medicién de estos. Como resultado,
obtuvimos que miR-21 con miR-92a podrian ser los mas aptos para la deteccidn
temprana de CCR, pero no especificos de la patologia al encontrarse desregulados en

distintos canceres e incluso en otras enfermedades.

En cuanto a miR-135b y miR-802 no se pudo llegar a discernir su utilidad

clinica pues deben ser estudiados con mayor profundidad y enfoques.
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Respecto a miR-200c, este fue descartado debido a su actividad contradictoria
en CCR, falta de datos sobre su especificidad y sensibilidad y ser estudiado

principalmente en cultivos celulares.

Ademas, evidenciamos que actualmente no existe una estandarizacion
universal para la cuantificacion de miRNAs que permitan la comparacion vy
reproducibilidad entre estudios relacionados a ello. Complementario a lo anterior, se
sugiere la busqueda de nuevos microRNAs que sean especificos para CCR tomando
en cuenta los factores que influyen en sus mediciones, como el tipo de muestra y

extraccion de RNA, entre otros.

Palabras clave: microRNA CCR, diagnéstico de céancer colorrectal,

biomarcador.
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Abstract

Colorectal cancer (CCR) incidence and mortality has increased in Chile in the
last few years. CCR diagnosis is normally performed using invasive and expensive
methods yet with not total precision. As a consequence, searching for new early
detection alternatives has become a must. At this point is where microRNAs
(miRNAs) are considered as a viable and reliable option as CCR diagnostic
biomarkers. MicroRNAs are small noncoding RNA molecules involved in gene
expression regulation. In occasions miRNAs can be dysregulated themselves
pathologically promoting cell proliferation and other processes that drive to
tumorous cell transformation. miRNAs involved in these diseases are those with

oncogene like or tumor suppressor activities.

In this job, we focused on 5 microRNAs (miR-21, miR-92a, miR-135b, miR-
200c and miR-802) that may be studied as new diagnostic tools in CCR diagnosis. In
this study we also distinguished factors that may have an effect on the
standardization of these miRNAs’ measurements. As a result, we conclude that both
miR-21 and miR-92a might be the most suitable miRNas out of the five selected for
early detection of CCR. However, they are not CCR specific because they are also
dysregulated in other different cancers or even in other different diseases.

In relation to miR-135b and miR-802 we could not reach any conclusion
related to its clinical usefulness. More and deeper studies involving these two RNAs

are needed.
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We finally discarded mir-200 as a diagnostic marker because there is
contradictory data related to its role in CCR, a lack of knowledge about its specificity

and sensitivity and because it has been studied mainly in cell culture lines

In general terms we found that there are no clear standard rules about miRNA
quantification that may allow to compare among different studies establishing
reproducibility of the results. Moreover, we suggest that a search for new CCR
specific miRNAs should be done taking into account the factors that influence in

their measurements as the type of sample and RNA extraction among them.

Key words: microRNA CRC, colorectal cancer diagnosis, biomarker
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

El cancer es una patologia generada por la transformacion progresiva de
células normales a un estado neoplasico. En esta transformacion adquieren una serie
de capacidades distintivas tales como evadir supresores de crecimiento, activar
invasion y metastasis, resistir muerte celular, adquirir inmortalidad replicativa e
inducir angiogénesis y mantener sefializacion proliferativa. Todas estas en conjunto
constituyen un principio de organizacion que le proporciona a la célula ventajas
proliferativas y permite un marco para el estudio y la comprension frente a la

diversidad de enfermedades neoplésicas (Hanahan & Weinberg, 2011).

En Chile, el cancer constituye la segunda causa de mortalidad después de las
enfermedades del aparato circulatorio y se espera que hacia el afio 2023, esta sea la
primera causa de muerte en el pais (Ministerio de Salud, 2018). Durante el afio 2016
el cancer colorrectal (CCR) provoco el 9% de los decesos por patologias oncoldgicas
en todo el territorio. (Ministerio de Salud, 2019). Y el afio 2018 la incidencia de
cancer de colon por cada 100.000 habitantes aumento en el pais ocupando el tercer

lugar en hombres y el segundo en mujeres (Ministerio de Salud, 2018).

Los factores de riesgo que predisponen para el CCR son principalmente la
edad, los habitos alimenticios, practicas de consumo no saludables y factores
genéticos (Thanikachalam & Khan, 2019). Aunque el 70% de los casos son
esporédicos, existe un 20-25% de los casos de CCR en los que aparece un
componente familiar y un 5-10% presenta predisposicion hereditaria mendeliana

(Ramoén & Asensio, 2008), por lo tanto, estos tienen un origen genético.
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En Chile el Ministerio de Salud (MINSAL) indica que la poblacién objetivo
para diagnostico de CCR son personas de entre 50 y 75 afios, ya que el 60% de los
casos ocurre en personas de 65 afios 0 méas, grupo en el que también se observa la
mayor mortalidad (Ministerio de Salud, 2018; Nufiez, 2017). Actualmente, los
métodos que se utilizan para el diagnostico generalmente son el test de sangre oculta
en deposicién para tamizaje de los pacientes y la colonoscopia para confirmacion del
diagnostico (Ministerio de Salud, 2018). Dichas técnicas cuentan con ciertas
limitaciones, el test de busqueda de sangre oculta en heces al detectar la actividad
peroxidasa del hemo (Issa & NouredDine, 2017) puede generar un alto nimero de
resultados falsos positivos a causa de presencia de grupos hemo derivados de la
dieta, sangrado gastrointestinal, entre otras causas (Koscielniak-Merak et al., 2018).
La colonoscopia se conoce que es invasiva y muchas veces riesgosa para los
pacientes, mas aun si estos son de edad avanzada, ya que son quienes mayormente
pueden sufrir complicaciones a consecuencia de la ejecucion de la técnica
(Rutherford & Calderwood, 2018). Otro método que se realiza a pacientes con CCR
es la mediciobn de la concentracion del biomarcador Ilamado antigeno
carcinoembrionario (ACE), el cual s6lo se utiliza como apoyo para el seguimiento de
dicho cancer, la razon de ello es que la alteracion en su concentracion no ocurre en
etapas tempranas de CCR y su desregulacion no es exclusiva en la enfermedad (Lech
et al., 2016).

A causa de las limitaciones y/o invasividad de los métodos existentes para el
diagnostico de CCR que dificultan el diagnéstico precoz, se fundamenta la necesidad
de definir nuevos biomarcadores diagnosticos confiables y especificos. Una
alternativa altamente viable frente al diagnostico de CCR como biomarcadores
podrian ser los microRNAs (Hao & Ma, 2018), ya que estan relacionados con la
existencia de tumores en etapa temprana, en etapa avanzada, con la recurrencia
tumoral y con la sensibilidad a los medicamentos (Mitchell et al., 2008; Fadaka et al.,
2019).
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Los microRNAs (miRNAS) son pequefias moléculas no codificantes de RNA
que influyen en todos los procesos de desarrollo bioldgicos y enfermedades a través
de la degradacién del mRNA diana o evitando su traduccion (Bartel, D. 2018).
Existen dos tipos de miRNAs cuya desregulacion se relaciona con los procesos
tumorales. Por un lado, se encuentran los miRNAs que tienen actividad oncogénica
(Oncomirs), éstos promueven el desarrollo tumoral al unirse y bloquear la traduccién
de genes supresores de tumores. Y por otro lado, los miRNAs supresores de tumores
que son responsables de detener el desarrollo del tumor inhibiendo la traduccion de
genes pro-proliferacién como algunos oncogenes (Saliminejad et al., 2019). Estos se
han encontrado como entidades circulantes en fluidos corporales de mamiferos,
circulacién sanguinea, heces y orina (Lu & Rothenberg, 2017). Por lo cual estos
miRNAs se han investigado como método de diagndstico de CCR, debido a que son
faciles de obtener, poseen una alta estabilidad y es posible medir los cambios que

presentan sus niveles durante el desarrollo de cancer (Cai et al., 2013).
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Cancer colorrectal

El cancer de colon, también conocido como céancer colorrectal es un tumor
maligno que surge de la pared interna del intestino grueso (colon) o el recto y tiene la
capacidad de invadir otras partes del cuerpo (Ni et al., 2019). La evidencia respecto
al origen de la mayoria de los carcinomas colorrectales sugiere que inician como
adenomas y que progresan gradualmente a través de aumentos de tamafio, displasia y

la adquisicion de morfologia vellosa (Fearon & Vogelstein, 1990).
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2.1.1 Epidemiologia

Datos epidemioldgicos de Chile indican que el cancer de colon es el cuarto de
mayor frecuencia de egresos hospitalarios entre el afio 2010 y 2016 y que su
incidencia por cada 100.000 habitantes aumenté durante el afio 2018 ocupando el
tercer lugar en hombres y el segundo en mujeres (Ministerio de Salud, 2018). Entre
los afios 2000 a 2016 hubo un aumento en la tasa de mortalidad ajustada de ambos
canceres (FIGURA 2.1). Ademas, durante el afio 2016 en el pais se registraron 1.861
muertes por cancer de colon y 501 a causa de cancer de recto, provocando en
conjunto el 9% de los decesos por patologias oncoldgicas en todo el territorio
(Ministerio de Salud, 2019).

Tasas demortalidad ajustadadel cancer de colon y recto en Chile. Afos 2000 a

2016.
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FIGURA 2.1: Grafico de la tasa de mortalidad ajustada de cancer de colony
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recto en Chile entre el afio 2000 a 2016.

Entre los afios 2000 a 2016 la tasa de mortalidad ajustada aumenté de 5,91 a
7,19 por cada 100.000 habitantes en cancer de colon y de 1,67 a 1,99 por cada
100.000 habitantes en cancer de recto. Extraido de Ministerio de Salud, 2019.

2.1.2 Factores de riesgo

Existen diversos factores de riesgo asociados a esta patologia, dentro de los
cuales se encuentra la edad, siendo este el factor que influye mayormente por sobre
otros, puesto que el 60% de los casos ocurre en personas mayores de 65 afios
(Ministerio de Salud, 2018; Nufiez, 2017). También se encuentra la dieta pobre en
fibra, fruta y verduras en contraste a un alto consumo de carnes rojas y alimentos
procesados que podrian conducir a la generacion de CCR; asimismo el consumo de
alcohol, el tabaco, el sedentarismo y la obesidad se asocian a un aumento de riesgo
de CCR (Thanikachalam & Khan, 2019). Por dltimo estan los factores genéticos, a
pesar de que la mayoria de los casos de CCR son esporadicos (70%), existe un grupo
denominado agregacién familiar correspondiente al 15-20% de los casos de cancer
de colon, asociado a genes de baja penetrancia modificadores de riesgo en
interaccion con carcindgenos medioambientales (Ramon & Asensio, 2008) como
algunos metales pesados presentes en carnes rojas (Domingo & Nadal, 2017).
También se encuentran los sindromes de cancer colorrectal hereditarios como la
poliposis adenomatosa familiar (PAF), debida a mutaciones en el gen APC con

patron de herencia autosomica dominante (Weinberg et al., 2017) y el sindrome de
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Lynch (HNPCC) asociado a la mutacion de los genes MMR, los cuales permiten la
reparacion del DNA (Boland et al., 2018) con un patréon de herencia autosémica
recesiva; que corresponden alrededor del 5% respecto al total de casos de cancer de
colon (Kanth et al., 2017).

2.1.3 Signos, sintomas y clasificacion.

El CCR se puede presentar con signos y sintomas como la rectorragia y la
hematoquecia (deposiciones mezcladas con sangre), cambio de hébito intestinal
persistente, asociado a baja de peso y apetito, dolor abdominal y anemia ferropriva
(Thanikachalam & Khan, 2019). Estos sintomas aparecen cuando el cancer esta en

etapas avanzadas, lo que se relaciona a un diagnostico tardio (Moreno et al., 2016).

Los tumores presentes en el CCR se pueden clasificar de manera histologica
en (Ministerio de Salud, 2013):

e Adenocarcinoma.

e Adenocarcinoma mucinoso (coloide).
e Adenocarcinoma en anillo de sello.

e Tumores escirrosos neuroendocrinos.

e Tumores carcinoides.
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e Indiferenciado.

e Estromales.

2.1.4 Diagnostico de cancer colorrectal

En Chile, el diagnéstico de CCR se realiza principalmente a personas
sintomaéticas de entre 50 y 75 afios, ya que como se indico anteriormente el 60% de
los casos se observa en personas de 65 afios 0 mas, grupo en el que también se

observa la mayor mortalidad (Ministerio de Salud, 2018; Nufiez, 2017).

Los examenes que actualmente se indican en el Plan Nacional de Cancer
2018-2028 en el diagnostico de CCR son la deteccién de sangre en deposiciones

como metodo de tamizaje y colonoscopia como método diagnostico confirmatorio.
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2.1.4.1 Deteccion de sangre oculta en heces

La deteccion de sangre oculta en heces se utiliza como método de tamizaje en
personas con sintomatologia o en mayores de 50 afios, el que hasta el afio 2013 se
realizaba de manera anual para controlar a dicha poblacion (Ministerio de Salud,
2013). A pesar de ser este un método simple y barato se ha evidenciado que arroja
gran cantidad de resultados falsos positivos debido al sangrado del tracto
gastrointestinal y la presencia de grupos hemo derivados de la dieta, como por
ejemplo de alimentos carnicos (Koscielniak-Merak et al., 2018). Esto se explica
debido a que la técnica se realiza a travées de una reaccion quimica que depende de la
actividad peroxidasa del hemo (Issa & NouredDine, 2017). Se debe tener en
consideracion ademés de lo anterior que solo el 50% de los tumores y el 10% de los
polipos sangran lo suficiente para diagnosticarse por este método (Rodriguez-Montes
& Menéndez Sanchez, 2014).
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2.1.4.2 Colonoscopia

El cuadro clinico por lo general es inespecifico, por lo que el diagnostico
precoz requiere un alto indice de sospecha, donde el examen de eleccion es la
colonoscopia (Ministerio de Salud, 2019). Dicho método brinda la oportunidad para
la extirpacion endoscopica de adenomas vy la biopsia de lesiones masivas sospechosas
(I. A. Issa & NouredDine, 2017) para su posterior etapificacion, siendo a su vez
capaz de detectar CCR con una sensibilidad de 95% y adenomas avanzados con una
sensibilidad entre 88%-98% (Imperiale et al., 2000; Rockey et al., 2005). A pesar de
los beneficios que se pueden obtener a través de la realizacion de la colonoscopia,
esta tiene ciertas limitaciones, las cuales inciden en el diagndstico oportuno de CCR,
ya que se ha visto que casi el 90% de los pacientes con cancer colorrectal se han
diagnosticado al presentar sintomas y/o cursar una fase avanzada de la enfermedad a
través de dicho método (Moreno et al., 2016). Una de las restricciones surge a partir
de las condiciones que debe cumplir el paciente para la ejecucion del examen, ya que
necesita del vaciado intestinal, el cual es fundamental para que los resultados sean
optimos y la duracion de la colonoscopia sea lo méas breve posible (I. A. Issa &
NouredDine, 2017), lo que puede verse dificultado por que el proceso de
vaciamiento puede resultar bastante invasivo y algunas veces poco efectivo. El
miedo que la colonoscopia puede generar en los pacientes a quienes se les indica su
realizacion es otra de las limitaciones, el que posiblemente pueda implantarse a causa
de la poca educacion sanitaria que pueda tener la persona sobre el CCR (Brenner et
al., 2015) o porque conozca las complicaciones que pueden ocurrir durante la
ejecucion de la técnica como la perforacion intestinal, hemorragia y/o alteracion de la
frecuencia cardiaca (Kim et al., 2019), lo que ocurre mayormente en personas con
enfermedad de base o edad avanzada (Rutherford & Calderwood, 2018), siendo estos

ultimos quienes justamente conforman la poblacion con mayor probabilidad de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5537177/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5537177/
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desarrollar o cursar con CCR, por lo tanto seria una restriccion para la indicacion de
colonoscopia. Ademas de todo lo mencionado anteriormente, cabe destacar que el
examen es de un alto costo monetario, por lo tanto, su valor elevado seria otra
condicion que puede dificultar su realizacion en pacientes de menores recursos
(Cancer & Disparities, 2016).

Por otro lado, es relevante mencionar la responsabilidad de quien ejecuta la
técnica de lograr un buen desarrollo del procedimiento en conjunto a la entrega de
resultados Optimos a través de éste, lo cual depende netamente de sus capacidades y
experiencia con colonoscopias para el diagnéstico oportuno y certero de CCR en sus
diferentes fases (Simon, 2016).

2.1.4.3 Biomarcadores.

Un biomarcador es un indicador capaz de reflejar el estado de salud y
procesos bioldgicos, siendo atil para la deteccion, diagndstico, prondstico,
seguimiento y eleccidn de tratamiento frente a enfermedades como el cancer (Das et
al., 2016).

Las caracteristicas con las que debe contar un biomarcador ideal son
(Courchoud & Calvo, 2016; Califf, 2018):
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Ser capaz de modular procesos relevantes en la enfermedad de la cual se

busca detectar y reflejar un cambio subclinico.

e Ser estable.

e Debe permitir una deteccion temprana de la enfermedad.

e Poder medirse en sangre, fluidos bioldgicos y/o tejidos sin ser
invasivos y de manera réapida.

e Sensible y especifico.

e Repetible a bajo costo.

Existen tres tipos de biomarcadores principales dentro de los cuales se
encuentran los marcadores prondésticos, predictivos y diagnosticos (Das et al., 2016).
Siendo los biomarcadores diagndsticos los de interés para este trabajo. Un marcador
diagnodstico se define como aquel que “detecta o confirma la presencia de una
enfermedad o condicion de interés, o identifica a un individuo con un subtipo de la
enfermedad” (Califf, 2018). Actualmente se utiliza s6lo un biomarcador en céncer
colorrectal, este es el antigeno carcinoembrionario (ACE). ACE se emplea
unicamente en el seguimiento de pacientes en tratamiento para CCR, no es posible
utilizarlo en el diagndstico de cancer colorrectal pues se ha visto que su elevacién no
es tejido especifico, por lo tanto, no es exclusivo de CCR, ademas pocas veces ha
sido posible identificar su aumento en etapas tempranas de la enfermedad y se ha
evidenciado que es poco Util en la discriminacion entre p6lipos benignos de malignos
(Lech etal., 2016).
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2.1.5 Tumorigenesis del cancer colorrectal

El desarrollo de la tumorigénesis ocurre en al menos tres pasos, estos son:
iniciacion, promocion y progresion. El modelo de tumorigénesis de cancer
colorrectal requiere de la activacion de oncogenes junto a la pérdida de genes
supresores de tumores a causa de cambios epigenéticos y/o la acumulaciéon de
mutaciones genéticas. Se necesita ademas de la expansion clonal de la célula madre
con las mutaciones, la cual se encuentra en las criptas del epitelio intestinal (Fearon
& Vogelstein, 1990).

Para poder comprender de mejor manera que provocan las alteraciones
genéticas, es necesario primero explicar las vias que principalmente se ven afectadas
en la tumorigénesis del CCR (Shirafkan et al., 2018), las que se describen a

continuacion.

e Via Wnt: La activacion anomala en Wnt, provoca el crecimiento
tumoral de cancer colorrectal (Novellasdemunt et al., 2015), ya que
esta influye en la regulacion de células madre presentes en la base de
las criptas intestinales (Koveitypour et al., 2019), tal activacion puede
ocurrir por la pérdida o mutacion del gen APC ¢ del gen CTNNB1,
debido a que el gen CTNNBL1 codifica para la proteina [3-catenina y su
mutacion origina alteraciones en el dominio N-terminal de la proteina,
lugar donde se ubican los sitios de fosforilacion que son necesarios

para su degradacion (Sparks et al., 1998). El gen APC codifica para la
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proteina APC, la que participa en la degradacion de la B-catenina
(Koveitypour et al., 2019).

Esta via se divide en dos:

o

o

Via canonica: es aquella que depende de B-catenina para su
funcionamiento y es la responsable de mantener en buen estado
los compartimientos de las células madre normales presentes en
las criptas del intestino. El funcionamiento irregular de esta via
ocurre por fallas en la degradacion de PB-catenina, la que se
acumula en el citoplasma celular para luego moverse dentro del
nacleo, desencadenando la activacion de genes implicados en la
proliferacion celular (Koveitypour et al., 2019).

Via no canodnica: es independiente de B-catenina (Koveitypour et
al., 2019) y puede ocurrir por dos rutas, una de ellas es la ruta de
la polaridad de la célula plana, donde la asociacion de Wnt a otros
receptores que controlan GTPasas (Kohn & Moon, 2005) pueden
alterar el mecanismo de reordenamiento de actina y citoesqueleto
(Topol et al., 2003). La otra ruta es dependiente de calcio, la cual
promueve la diferenciacion en el sistema neuronal y suprime la via
canodnica de Wnt (Krishnamurthy & Kurzrock, 2018).

Sefializaciéon EGFR/MAPK (FIGURA 2.2): EGFRL1 es un receptor de

crecimiento ubicado en la membrana celular con actividad tirosina

quinasa en su dominio intracelular. Al unirse a su ligando este es

capaz de estimular la activacion de K-ras para comenzar una cascada


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6889432/

Pagina |22

de sefiales hacia el nucleo celular que permiten la proliferacion,
metastasis y la inhibicion de la apoptosis (Walther et al., 2009).
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FIGURA 2.2: llustracion de sefalizacion EGFR/MAPK. Extraido de Walther

et al., 20009.

e Via de sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (FIGURA 2.3): esta via controla procesos bioldgicos
celulares como la apoptosis, proliferacion, diferenciacion, adhesion y
migracion (Koveitypour et al., 2019), por lo que la sefalizacion de
TGF-B en células que componen el epitelio colonico minimiza su

multiplicacion, promueve la apoptosis y su diferenciacion (Jung et al.,
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2017). La via se divide en dos, en la via canonica y no canonica. La
via candnica comienza con la union del ligando a receptores TGF-p de
tipo 2 (TGF-B-R2) el cual activa el receptor de tipo 1 TGF-B-R1 al
fosforilarlo (ambos receptores luego son endocitados), este ultimo es
capaz de activar mediante la fosforilacion a los factores de
transcripcion R-SMAD, SMAD2 y SMAD3, los que luego pueden
unirse SMAD4 para migrar al nucleo y regular la expresion de genes
blanco (Bailey et al., 2017; Jung et al., 2017) La via no candnica se
activa de la misma manera que la anterior pero, es independiente de
los factores de transcripcion SMAD, a través de esta via es que
pueden activarse otras cascadas de sefializacion como la via Wnt y la
via MAPK (Staudacher et al., 2017).
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FIGURA 2.3: llustracion de la via de sefializacion del factor de crecimiento

transformante beta (TGF-$). Extraido de Koveitypour et al., 2019.

TP53 0 p53: la proteina TP53 o p53 esta codificada por el gen
supresor de tumores que lleva el mismo nombre que la proteina, esta
se encuentra alterada en la mayoria de los cdnceres humanos a causa

de mutaciones o desactivacion del gen. La via de p53 se activa cuando
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la célula se encuentra estresada o dafiada, promoviendo la apoptosis o
la detencion del ciclo celular para evitar la proliferacion y progresion
celular al unirse a DNA especificos para su transcripcion (Vogelstein
et al., 2000).

El posible orden y los mecanismos principales por los cuales se explica la

tumorigénesis de cancer colorrectal son:

1. Inestabilidad cromosomica (CIN) esta es la variacion genética mas comun
en cancer colorrectal, presentdndose en el 65 a 70% de los casos (Markowitz &
Bertagnolli, 2009). En esta se pueden producir cambios estructurales o numéricos en
cromosomas generando en su mayoria aneuploidia (Walther et al., 2009), asi como
también poliploidia (Miyazaki et al., 1999). Estos cambios segin Vogelstein et al.,

1988 ocurren con mayor frecuencia en los cromosomas 5q, 17p y 18q.

El modelo por el cual la CIN produciria cancer en colon y/o recto comienza
con la formacion de adenomas asociados a la pérdida del gen supresor de tumores
APC (Adenomatous polyposis coli) (Walther et al., 2009), ubicado en el cromosoma
5¢ y que se vincula a la poliposis adenomatosa familiar (Komarova et al., 2002). El
gen APC regula procesos bioldgicos como la migracion celular, adhesion, apoptosis
y reparacion de ADN (Lui et al., 2016), por lo que se relaciona su inactivacion o
pérdida al desarrollo neoplésico celular (Vogelstein et al., 1988) asi como también a
la activacion de la via Wnt / B-catenina (McCullough, 2012; Nagase & Nakamura,
1993). Se cree que el gen APC es uno de los primeros en inactivarse en casos de
cancer colorrectal esporadico, hecho que ocurre con mayor frecuencia en casos

donde existe inestabilidad genética previa (Komarova et al., 2002).

Otras de las mutaciones que ocurren en la tumorigénesis del cancer

colorrectal se produce en el gen ras, principalmente en el gen K-ras (Vogelstein et
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al., 1988). Esta mutacion produce en la mayoria de los casos proteinas GTPasas-ras
con alteraciones en la capacidad de hidrolisis de moléculas GTP (Downward, 2003),
siendo éste un evento iniciador de dicho cancer (Fearon & Vogelstein, 1990) y uno
de los responsables de su avance, ya que es capaz de inducir hacia la transformacién
celular (Vogelstein et al., 1988) debido a los genes diana de la via EGFR/MAPK a la
cual pertenece KRAS que regulan la proliferacion celular, metastasis y apoptosis
(FIGURA 2.2) (Walther et al., 2009). Otras de las mutaciones promotoras de CCR
ocurren en el gen CTNNBL siendo esta alteracion excluyente a la del gen APC, ya
que ambas pertenecen a la misma via de sefializacion, pudiendo activar la via Wnt
(Sparks et al., 1998).

En etapas avanzadas de CCR con frecuencia ocurririan deleciones en los
cromosomas 17p y 18q (Vogelstein et al., 1988). EI cromosoma 17p contiene el gen
TP53 o0 p53 que codifica para la proteina p53 (Baker et al., 1989), la que es
importante para evitar la proliferacion y progresion celular (Vogelstein et al., 2000).
En el caso de CCR como se evidencia en la FIGURA 2.4, la alteracion en el gen p53
ocurriria luego de la delecion del cromosoma 18q y previo a que el adenoma
adquiera caracteristicas invasoras y se desarrolle el carcinoma franco. Como
consecuencia de la delecion del cromosoma 18g cominmente se pierde el gen DCC
(Deleted in Carcinoma Colorrectal), el que codifica para un receptor transmembrana
(Edelman, 1988) que podria aportar en el desarrollo de CCR a través de interacciones
intercelulares o con la matriz extracelular (Fearon & Vogelstein, 1990) y el gen
SMAD4 que es miembro de la familia de proteinas del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-p) (Walther et al., 2009).

2. La Inestabilidad de microsatélites (MSI o MIN) esta presente en el 15-20%
de los canceres de colon esporadicos y mayor a un 95% en pacientes con sindrome
de Lynch (Grady & Carethers, 2008). Esta se define como el cambio en la longitud
de microsatélites debido a insercion o eliminacion de unidades repetidas de estos

(Boland et al., 1998). Defectos en genes de reparacion de DNA MMR estan
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asociados al origen de la inestabilidad de microsatélites, lo que ocurre ya sea por
mutaciones puntuales de alguno de los componentes de la familia MMR o por

metilaciones aberrantes en promotores de la isla CpG (Grady & Carethers, 2008).

3. El fenotipo metilador de isla CpG (CIMP) o las metilaciones irregulares en
promotores de islas CpG son capaces de silenciar epigenéticamente genes supresores
de tumores, evitando que estos se expresen debido a inactivacion postranscripcional
(Issa, 2004; Lin & Gregory, 2015), tal como puede ocurrir con microRNAs (Lin &
Gregory, 2015).

Chromosomal instability Increasing CIN
Loss of 18q
SMAD4
APC KRAS ‘ Dcc P53
Normal epithelium o ki i Late adenoma Cancer

dysplastic crypt adenoma

6f0 0

Wht signalling KRAS

MMR gene inactivation
Microsatellite instability and hypermethylation

FIGURA 2.4: llustracion de progresién de tumorigénesis de cancer

colorrectal. Extraido y modificado de Walther et al., 2009.

Esta secuencia se generaria por la inestabilidad cromosémica a causa de
alteraciones del gen APC permitiendo la formacion de adenomas (Walther et al.,

2009), sequida de la mutacion del gen Kras asociada principalmente a adenomas de
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gran tamafio (Fearon & Vogelstein, 1990), en la transicion de adenoma intermedio a
tardio ocurriria la pérdida del cromosoma 18q alterandose asi la via del TGF-5
(Walther et al., 2009), finalizando con la modificacion del gen p53 codificado en el
cromosoma 17p (Baker et al., 1989). La inestabilidad de microsatélites es poco
probable que ocurra en adenomas, aun asi, se cree que este mecanismo se inicia con
la desregulacion de la via Wnt y puede estar asociado a mutaciones del gen Kras
(Walther et al., 2009), las fallas en el mecanismo de reparacién de DNA MMR que
se ven afectadas en la MSI (Grady & Carethers, 2008) pueden ocurrir de manera
esporéadica, provocando el aumento de la seleccién de células con mutaciones en sus
microsatélites (Walther et al., 2009). Por otro lado, ocurren silenciamientos y
activacion de genes mediante la regulacion epigenética provocada por metilaciones
aberrantes (Issa, 2004; Lin & Gregory, 2015).

4. Los miRNAs a través de su interaccion con mRNA dianas inciden en el
desarrollo, apoptosis, diferenciacion y proliferacion celular (Mohammadi et al.,
2016), por lo que su desregulacion puede afectar en el control que ejercen sobre
procesos biologicos criticos lo que conduce a la oncogénesis y otras patologias
(Armand-Labit & Pradines, 2017). La alteracion de estos miRNAs ocurre mediante
la mutacion 6 pérdida de genes que codifican para microRNAs, factores de

transcripcion y/o moléculas que participan en su biogénesis (Lin & Gregory, 2015).

Los miRNAs se han visto involucrados en las principales vias de sefializacién

desreguladas en el cancer colorrectal ya mencionadas (Shirafkan et al., 2018).

5. Transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso que colabora con las
primeras etapas de metastasis de cancer, donde las células pierden su epitelio
caracteristico y adquieren caracteristicas mesenquimales (Pastushenko & Blanpain,
2019). Durante su desarrollo ocurre la regulacion negativa del marcador epitelial E-

cadherina y regulacion positiva de marcadores mesenquimatosos como de N-
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cadherina y vimentina, asociado a fenotipo invasivo (Cho et al., 2019), lo que
permite que las células cancerosas pierdan polaridad, se separen entre si, adopten las
caracteristicas de un fenotipo mesenquimatoso y adquieran movilidad ademas de

capacidad invasora hacia otros sitios del cuerpo (Hao et al., 2019).

2.2 MicroRNAs

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA de longitud entre 21 y 23
nucleotidos de cadena sencilla no codificante que actian como reguladores de la
expresion génica celular a nivel post-transcripcional. Su biogénesis (FIGURA 2.5)
comienza al expresarse en forma de miRNA primario (pri-miRNA) en el nicleo
celular por transcripcion de la RNA pol 11 (Lee et al., 2002; Cai et al., 2004; Lee et
al., 2004). Alli son procesados por el complejo microprocesador compuesto por
DROSHA y DGCRS8 (proteina asociada a DROSHA), en donde sus dos dominios
RNAsa Il cortan el pri-miRNA liberando bucles de tallos llamados pre-miRNAs
(Lee et al., 2003). De esta manera salen al citoplasma a través de las proteinas
exportina-5 y RAN-GTP (Yi et al., 2003; Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004).
En el citoplasma sufren un segundo procesamiento por medio de Dicer,
convirtiéndose en miRNA duplex al cortar ambas hebras del pre-miRNA (Grishok et
al., 2001; Hutvagner et al., 2001). Esta estructura se carga ahora con proteinas de la
familia de las Argonautas (AGO), con ayuda de chaperonas que utilizan ATP para
que las AGO adquieran una conformacion abierta que permita la union del miRNA
duplex a su estructura (Iwasaki et al., 2010). Una vez unido el miRNA ddplex a las
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proteinas AGO, éstas seleccionan una de las dos hebras del miRNA duplex para
convertirse en el miRNA Ilamada también cadena guia del complejo silenciador
(Kawamata and Tomari, 2010). Este proceso de seleccion no esta bien descrito a la
fecha. Tras esto, el complejo de proteinas AGO junto con la hebra de miRNA
seleccionada, denominado complejo RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido
por RNA) se une, por complementariedad miRNA-mRNA, a la regiéon 3’ no
traducida (3’-UTR) de los mRNA diana evitando la traduccion del mismo o
favoreciendo su destruccion (Bartel, 2018). Si esa complementariedad no es tan alta
se produce represion de la traduccién, en tanto que un emparejamiento completo
produce una degradacion del mRNA diana (Tume et al., 2016). Estos miRNAs
actian de dicha manera en practicamente todos los procesos celulares y tienen un
papel crucial en cuanto a procesos bioldgicos y condiciones especificas, como el
desarrollo embrionario, apoptosis, proliferacion celular, diferenciacion celular, entre
otros (Ortiz-Quintero, 2016).
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FIGURA 2.5: llustracion de la biogénesis de los microRNAs. Extraido y

En el nacleo, el pri-miRNA es transcrito por la RNA pol Il desde los intrones

presentes en el material genético propio del huésped (Lee et al.

, 2002; Cai et al.,

2004; Lee et al., 2004). Luego es cortado y liberado en forma de pre-miRNA por la

RNA pol Il presente en DROSHA (Lee et al.,

2003) para posteriormente ser

transportado al citoplasma por la exportina-5 (Yi et al., 2003; Bohnsack et al., 2004;
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Lund et al., 2004). Una vez en el citoplasma, Dicer corta ambas hebras del pre-
miRNA dejandolo como miRNA dupex (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001),
el cual se carga a la proteina AGO (lwasaki et al., 2010) para seleccionar una de
sus hebras a través del complejo RISC que finalmente une el miRNA maduro y

degrada o evita la traduccién de la hebra sobrante (Bartel, 2018).

2.2.1 Desregulacion de microRNAs

La presencia de estos miRNAS tiene un papel clave en el inicio del cancer, su
progresion y metastasis, ya que son capaces de controlar genes y objetivos celulares /
moleculares que regulan procesos vitales como la apoptosis, la angiogénesis, la
diferenciacion y el ciclo celular (Mirzaei, Khataminfar et al., 2016; Mirzaei, Naseri et
al., 2016; Mohammadi et al., 2016; Moridikia et al., 2018) para afectar el desarrollo
del tumor, otorgandole a estas moléculas un papel crucial en el desarrollo del cancer
a través de su desregulacion (FIGURA 2.6), resaltando la importante funcidén que
comprende la biogénesis de miRNAs en los tumores humanos (Lin & Gregory,
2015). La transcripcion del pri-miRNA es el primer nivel en el que una
desregulacién de la biogénesis generara una alteracion. La variacién gendémica del
pri-miRNA altera la expresién de miRNAs cascada abajo pudiendo provocar el inicio
y progresion de la patologia (Zhang et al., 2006). Otro punto clave afectado por la
desregulacion esta asociado al microprocesador, en donde se observa un aumento en
la expresiobn de DROSHA, lo que aumenta en consecuencia la expresion de
miRNAS, promoviendo la proliferacion, migracion e invasion celular dependiendo si
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son OncomiRs o no; por otro lado, los niveles de DROSHA puede estar regulados
negativamente, provocando una disminucién en la expresion de mMIRNAS
contribuyendo su alteracion con la metastasis, invasion celular y supervivencia
disminuida del paciente (Muralidhar et al., 2011). Junto a DROSHA, la
sobreexpresion de DGCR8 promueve la transformacion celular y el crecimiento
tumoral (Kumar et al., 2007). Dentro de la exportacion del pre-miRNA, una
desregulacién en la exportina-5 provoca una acumulacion de estos pre-miRNAs
dentro del nucleo celular causando defectos en la biogénesis de miRNAs, lo que
contribuye al desarrollo de la tumorigénesis (Lin & Gregory, 2015). Por ultimo, la
desregulacién mas tardia presente en el proceso de biogénesis de los miRNAs se
encuentra a nivel del citoplasma en Dicer, este es considerado un gen supresor de
tumores, lo que lleva a estimular el crecimiento tumoral y desarrollo de

tumorigénesis al encontrarse regulado negativamente (Kumar et al., 2009).
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FIGURA 2.6: Niveles de desregulacion de microRNAs Extraido y

modificado de Bartel, 2018.

Las desregulaciones de los miRNAs relacionadas a la biogénesis de éstos se
encuentran en 4 niveles sefialados con los nimeros respectivos (1, 2, 3 y 4). El
primer nivel (1) es en la transcripcion de pri-miRNA causado por la RNA pol I,
provocando el inicio y progresion del CCR (Zhang et al., 2006). EI segundo nivel (2)
es a la altura del microprocesador conformado por DROSHA y DGCR8. El aumento
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en la expresion de DROSHA promueve la proliferacion, migracion e invasion celular
en caso de tratarse de un OncomiR, si disminuye la expresion de DROSHA provoca
alteraciones como metéstasis, invasion y supervivencia celular (Muralidhar et al.,
2011). Si la desregulacion esta presente en DGCR8, promueve la transformacion
celular y el crecimiento tumoral (Kumar et al.,, 2007). El tercer nivel (3) se
encuentra en la exportina-5 que contribuye al desarrollo de la tumorigénesis (Lin &
Gregory, 2015). El dltimo nivel (4) se encuetra en Dicer, que al ser un supresor
tumoral y disminuir su expresion provoca el crecimiento tumoral y desarrollo de la

tumorigénesis (Kumar et al., 2009).

Dicho lo anterior, se pueden distinguir a grandes rasgos dos tipos de miRNAs
que se alteran en procesos tumorales. Por un lado, se encuentran los miRNAs que
actian promoviendo indirectamente la proliferacion y supervivencia celular,
llamados OncomiR. Estos promueven el desarrollo del tumor por la inhibicion de
genes supresores tumorales y genes que controlan la diferenciacion celular o la
apoptosis. Y, por otro lado, los miRNAS supresores de tumores que son responsables
de detener el desarrollo del tumor inhibiendo a mMRNAs de genes que promueven la

proliferacion y supervivencia celular (Saliminejad et al., 2019).
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2.2.2 microRNAs en fluidos y desechos corporales

Los miRNAs se han reconocido en circulacion sanguinea, heces y fluidos
corporales como orina (Lu & Rothenberg, 2017), esto porque los miRNAs son
liberados al medio extracelular donde son capaces de unirse a proteinas Argonautas,
a lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Saliminejad et al., 2019) o bien excretarse en
vesiculas extracelulares que comprenden tanto a exosomas como microvesiculas,
manteniéndose protegidos de la accion enddgena de la RNAsa (Kosaka et al., 2010),
pH bajo / alto, ciclos de congelacion-descongelacion, ebullicion y almacenamiento a
largo plazo (Ahmed et al., 2009; Hollis et al., 2015), lo que permite que su obtencion
y analisis sea simple, rapido y confiable. Como bien es sabido los niveles de ciertos
miRNAs estan alterados en muchas enfermedades, entre ellas el cancer, por lo que
hoy en dia, estos microRNAs se consideran biomarcadores de enfermedades

potencialmente tiles (Szelenberger et al., 2019).

La medicion de microRNAs relacionados a CCR se ha estudiado en diversos
tipos de muestras como plasma, suero (H. Wang et al., 2018) y heces (Duran-
Sanchon et al., 2019), una de las cuantificaciones se realizo por medio de la
obtencion de miRNAs mediante vesiculas extracelulares liberadas por células de
carcinoma primario y metastasico, demostrando con una sensibilidad de 94,9% y
especificidad de 100% que pueden ser utiles para predecir tumores de cancer
colorrectal en sus diferentes etapas (Chen et al., 2019). Ademas de la medicion de
miRNAS en sangre (suero, plasma o exosomas) como posible método diagndstico de
CCR, se evalud la posibilidad de su extraccion a partir de heces; esto porque su
cuantificacion en fecas cumple con ciertos criterios de aceptabilidad pues su

obtencion es facil, no invasiva y confiable (Ahmed et al., 2013). Asi como también
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se ha evidenciado que los resultados obtenidos a partir de dicho método son
comparables a los obtenidos por la colonoscopia (Ahmed et al., 2013) al reflejarse la
liberacion continua y abundante hacia la luz intestinal desde colonocitos del tejido
colonico sano y/o canceroso a lo largo de la longitud total del colon y recto. Dichas
células contienen miRNAs en su interior, los que se mantienen estables e intactos,
permitiendo su aislamiento de manera pura para su medicién (Ahmed et al., 2013;
Ahmed et al., 2018), ya que ha sido posible eliminar interferentes como RNA de la
microbiota comensal intestinal (Ahmed et al., 2013), consiguiendo resultados

confiables y seguros.

Diversos estudios como el de Feng et al., 2020 y el de Di et al., 2020 han
mostrado la participacion de ciertos microRNAs como el miR-92a, miR-802, entre
otros, en el desarrollo de la patologia. Es por esto que actualmente se han realizado
estudios en que se ha buscado validar las técnicas de cuantificacion de microRNAs
para el diagnostico de CCR, desde muestras como deposiciones (Duran-Sanchon et
al.,, 2019) y plasma (Ng et al., 2009), al contrastar los niveles de MiRNAS
encontrados en dichas muestras con los que se han encontrado en tejido colénico
sano y canceroso; estas investigaciones han entregado resultados favorables frente al
diagndstico de esta patologia. Por otra parte, en el estudio realizado por Duran-
Sanchon et al., 2019 se evalud la cuantificacion de miRNAs en heces junto con la
realizacion del test de deteccidn de sangre oculta en deposiciones, obteniendo como
resultado que las técnicas en conjunto identifican con mayor precision a pacientes
con CCR que el test de deteccion de sangre oculta en heces por si solo. Por otro lado,
Di et al., 2020 pudieron identificar y validar los nueve miRNAs mas comunes
presentes en el cancer colorrectal a través de un algoritmo de eliminacion de
caracteristica recursivas de maquina de vectores de soporte (SVM-REF) y la
operacion de seleccion y contraccion menos absoluta (LASSO) (Qiu et al., 2017)
como biomarcadores de diagnostico potencialmente utiles en la clinica. La tasa de
precision general de estos en el modelo de diagndstico fue de 0,94, 0,89 y 0,978.
Demostrando que la medicion de estas moléculas es util como apoyo para un

tamizaje y/o diagndstico mas certero de cancer colorrectal.
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Por lo mencionado anteriormente, los microRNASs emergen como una opcion
viable como biomarcadores diagnosticos para CCR (Hao & Ma, 2018) ya que pueden
mantenerse estables en las muestras (Verdier et al., 2019) y es posible extraerlos de
forma pura (Ahmed et al., 2013). Por lo demas, se ha visto que estan relacionados no
solo con la existencia de tumores en etapa temprana sino también con la dinamica y
el estado de los tumores en etapa avanzada, la recurrencia tumoral y la sensibilidad a
los medicamentos (Mitchell et al., 2008; Fadaka et al., 2019), pues su desregulacion
causa pérdida de control de los procesos biologicos criticos (proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, EMT, migracion) lo que conduce a la oncogénesis y otras
patologias (Armand-Labit & Pradines, 2017). Otra raz6n para investigar sobre el uso
de los miRNAs como biomarcadores diagnésticos de CCR surge debido a las
dificultades, limitaciones y/o invasividad, ademas de su elevado costo que presentan

los métodos existentes para el diagndstico de esta patologia (Dong et al., 2011).
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CAPITULO 3: OBJETIVOS.

3.1  Obtejivo general

Analizar y estudiar la cuantificacion de determinados miRNAs como posible

método diagnostico de CCR.

3.2 Objetivos especificos

Distinguir factores que inciden sobre la estandarizacion de la medicion de
mMiRNAS.

Analizar el comportamiento de miR-21, miR-200c, miR-92a, miR-135b,
miR-802 como oncomiR o supresor tumoral en CCR.
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Mencionar y describir los mecanismos de accion de miR-21, miR-200c, miR-
92a, miR-135b, miR-802 en CCR.
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CAPITULO 4: METODOLOGIA

Esta revision bibliografica de tipo narrativa se realizd en el periodo entre
Abril y Julio de 2020. Cabe destacar que se optd por no realizar un anélisis
estadistico, pues se considerd que no era favorable (Moreno et al., 2018) al carecer
de datos de este tipo en algunos de los documentos utilizados. Los motores de
busqueda fueron PubMed, Elsevier, base de datos del Ministerio de Salud (MINSAL)
de Chile y Scielo. Uno de los criterios de exclusién para los documentos fue el afio
de publicacion, todos los que fueron publicados antes del 2016 se descartaron a
excepcion de aquellos que entregaban informacion sobre las bases moleculares del
desarrollo del CCR, biogénesis y desregulacion de microRNAs, se integraron a su
vez aquellos que explican la funcién de dianas de los miRNAs y todo aquel que
contuviera informacién fundamental para el desarrollo de la investigacion.
Complementario a esto, no se consideraron aquellos con idiomas distintos al inglés y

espafol. Por ultimo, se excluyeron investigaciones por titulo o resumen.

La recoleccion de informacion comenzé con las palabras cancer, colorectal
cancer, CRC y colorectal. Luego se realizo la basqueda del detalle de los sindromes
familiares de cancer colorrectal con la frase ‘“colorectal cancer hereditary and
sporadic” y “céncer colorrectal hereditario”. Se acudid después a guias publicadas
por el MINSAL para extraer los datos epidemiolégicos del CCR en Chile y conocer
las técnicas actuales que se utilizan para su diagnostico en el pais. Posteriormente se
procedio a buscar por el diagnostico como “colorectal cancer diagnostic” y las
técnicas utilizadas para ello con las palabras “colonoscopia”, “colonoscopy” y
“faecal occult blood”, por sugerencia también se buscd “colorectal cancer
biomarkers” y “biomarkers”. Luego se indag6 el origen de la tumorigénesis del CCR

utilizando la palabra “Vogelstein” asociada a “colorectal cancer” y “p53”
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(Volgelstein colorectal cancer y Vogelstein p53), ajustando los afios de busqueda
hasta el afio 2000 para utilizar los archivos originales escritos por Vogelstein, para
continuar con el analisis de los items tratados en los documentos integrados en este
escrito. Los genes APC y ras fueron buscados como “APC gene” y “ras gene”. Las
vias Wnt y TGF-B se investigaron por “Wnt signaling”, “via Wnt” y “TGF beta
signaling colorectal cancer”. Y los mecanismos mencionados fueron buscados con
las palabras “colorectal cancer chromosomal instability and microsatellite
instability”. Posteriormente, se investigd sobre los miRNAs, su biogénesis,
desregulacién, y su participacion en el CCR con los términos “microRNA”,
“miRNA”, “miRNA biogénesis”, “miRNA dysregulation”, “miRNA alteration
biogénesis” y “miRNA colorectal cancer”. Después de analizar la informacion
recolectada de estas Ultimas blsquedas, se seleccionaron los 5 miRNAs descritos en

los resultados.

Para los resultados obtenidos en este estudio, se buscé por cada uno de los 5
miRNA elegidos por separado (miR-21, miR-200c, miR-92a, miR-135b y miR-802)
para obtener informacion sobre su presencia en distintas enfermedades.
Seguidamente se les asoci6 a la blsqueda la patologia abordada integrando el
término colorectal cancer a cada uno de ellos, quedando finalmente como (mir-21)
AND (colorectal cancer), (mir-200c) AND (colorectal cancer), (mir-92a) AND
(colorectal cancer), (mir-135b) AND (colorectal cancer), (mir-802) AND (colorectal
cancer). Para obtener mas informacion sobre sus mMRNAs diana se procedio a buscar
por cada uno de ellos. La recopilacion de informacion sobre la estandarizacion se fue
realizando a medida que se analizaban las publicaciones que fueron surgiendo a lo

largo de la investigacion segun los criterios de inclusion y exclusion ya mencionados.

El total de documentos utilizados en esta investigacion fueron 180 (FIGURA
4.1).
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Bisqueda de literatura:
PubMed, Elsevier, Ministerio de Salud

(I\EINSAL)’ Sciclo. Articulos excluidos por:
n=1702 Titulo.
Resumen.

Afio de publicacion.
Dificil acceso.

Idioma.
Articulos potencialmente relevantes n=1360
n=2342
Exclusién por:
Contenido no
pertinente. \
e Tipo:
Articulos incluidos Revision bibliografica: 78
=180 Metaanlisis: 3
! Experimental: 96
Guia clinica: 3

FIGURA 4.1: Diagrama de flujo de seleccion de estudios.
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CAPITULO 5: RESULTADOS

En general, se ha objetivado que casi 300 miRNAs se encuentran alterados en
las muestras de tejido colonico tumoral respecto a la mucosa normal (Rodriguez-
Montes & Menéndez Sanchez, 2014). Sin embargo, los miRNAs mas estudiados en
CCR han sido principalmente miR-92a, miR-21, miR-135b (Ren et al., 2015) y miR-
200c (Xuan et al., 2015). Ademaés, dentro de las investigaciones mas recientes ha
surgido el miR-802 como posible opcion para el cribado de CCR (Feng et al., 2020).
Para realizar el cribado de miRNAs con la finalidad de diagnosticar CCR, se necesita
un método de estandarizaciéon universal para su cuantificacion, lo cual no existe
actualmente, imposibilitando la comparacion de resultados obtenidos entre
investigaciones en las que se realiza la medicion de estas moléculas (Ruiz-Lopez et
al., 2018). Dentro de los factores que influyen sobre esta estandarizacién (los que se
resumen en la FIGURA 5.1) se encuentra primero la variacion de los niveles de
miRNAS que, si bien mantienen su estabilidad en las muestras, son excesivamente
mas elevados en suero en comparacion al plasma. Esto se debe a que el proceso de
coagulacién produce una mayor liberacion de estas moléculas (Wang et al., 2012);
segundo, se debe contar con un control de calidad que sea especificamente dirigido a
la técnica que se va a utilizar, pues cualquier variacion dentro del procesamiento de
la muestra para su posterior manipulacion puede provocar un falso aumento en los
niveles de miRNAs. Dentro de estos procedimientos se incluyen errores en procesos
basicos comunes como exceso de centrifugacion y/o variaciones en la filtracion.
También se deben considerar pardmetros propios de la muestra, principalmente el
recuento muy elevado de plaquetas (Cheng et al., 2013); y tercero, se debe
estandarizar el proceso de extraccion de RNA para no tener variaciones en las

concentraciones de miRNAs que se relacionen con esta fase, la cual varia segun cada
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kit comercial (Monleau et al., 2014; Ren et al., 2015). Por otro lado, en cuanto a los
exosomas, cabe recalcar que no existe un método universal para su aislamiento,
purificacion y cuantificacion, lo que no permite que los resultados derivados de

estudios en que estos se utilizan sean comparables entre si (Ruiz-Lopez et al., 2018).

Estandarizacion
Cuantificacion de
miRNASs
Variacion de los Proceso de
: Control de .,
niveles de calidad extraccion de
miRNAS RNA
Afectado por el Afectado por errores o rehetl e
proceso de en procesos basicos Ty
coagulacion de laboratorio

FIGURA 5.1: Factores influyentes para la estandarizacion de la

cuantificacién de microRNAs.
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51  MicroRNA-21

Este miRNA se ha encontrado elevado en diversos tumores, dentro de los que
se encuentran el céancer géastrico, CCR, tumor mamario maligno y carcinoma
pancreatico (Yadav et al., 2016; Wang et al., 2015; Chen & Wang, 2014; Abue et al.,
2015; Nagao et al., 2012; Xie et al., 2019). Es uno de los mas estudiados dentro del
CCR, esta regulado de manera positiva y asociado a un mal prondstico clinico en
cuanto al desarrollo de la patologia. Este miRNA se ha identificado con precision en
muestras sanguineas de un 92% de los pacientes con CCR y hasta un 82% de los
pacientes con poélipos colonicos avanzados (D’Ottavio et al., 2014). Uno de los
estudios realizados para ver si este miRNA es valido para ser utilizado como posible
biomarcador de CCR tuvo como objetivo medir las concentraciones de miR-21
exosomico. Se pudo demostrar que los niveles de expresion de miR-21 exosémico
eran significativamente mas altos en pacientes que padecian de la patologia, ademas
de notar un mayor aumento de este miRNA a medida que el cancer se encontraba
mas avanzado (Tsukamoto et al., 2017). También se encontrd elevado en exosomas
provenientes de adenoma coldnico, determinando que miR-21 puede diferenciar el
adenoma de los controles sanos con una sensibilidad de 73,1% y especificidad del
68,1% (Uratani et al., 2016; Desmond et al., 2019). La medicion de los niveles de
expresion de este miRNA en suero y heces ha tenido una alta sensibilidad (86,05%
para ambas muestras) y especificidad (72,97% en suero y 81,08% en heces),
considerandose un potencial biomarcador diagnostico para el CCR (Bastaminejad et
al., 2017).

En un estudio realizado el afio 2019, se demostré que la participacion de

TNF-a junto a TGF-B provocan un aumento en los niveles de expresion de miR-21
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en el desarrollo del CCR, causando mayor invasion celular (Mgller et al., 2019). Otro
estudio enfocado en el mecanismo de accion de este miRNA sugiere que puede
modular fenotipos malignos de CCR como la proliferacion, evitar la apoptosis,
ayudar a la progresion del ciclo celular y la invasion de células cancerosas (Hao &
Ma, 2018). La evidencia acumulada sefiala que las respuestas inflamatorias pueden
alterar la expresion de miRNAs de manera general (Yu et al., 2014; Tili et al., 2013),
donde ademas se ha demostrado que miR-21 promueve la tumorogénesis colorrectal
asociada a respuestas inflamatorias (Shi et al., 2014; Iliopoulos et al., 2010), lo que
indica que podria tener un efecto sinérgico con la prostaglandina-endoperoxido
sintasa (PTGS2). El uso de aspirina (inhibidor de la PTGS2) recurrente reduce el
riesgo de padecer neoplasias colorrectales, disminuyendo la expresion de miR-21
(Mima et al., 2016). Se ha evidenciado a su vez que este miRNA esta involucrado en
la activacion de las principales vias desreguladas en CCR como la via Wnt, las vias
de sefializacion MAPK vy las vias de sefalizacion TGF- B y p53 (Falzone et al.,
2018), ademas se ha implicado en la iniciacion del proceso de EMT (Wang et al.,
2017; Desmond et al., 2019).

5.2 MicroRNA-200c

Diversas investigaciones se han realizado para explicar como miR-200c actla
en el desarrollo del cancer colorrectal, los que han llegado a conclusiones

contradictorias en las que se propone que este podria actuar como un Oncomir (Chen



Pagina |48

et al.,, 2014; Liu et al., 2012) o como supresor de tumores (Hurteau et al., 2007;
Korpal et al., 2008).

miR-200c se ha determinado como OncomiR al obtener resultados en que se
ha visto un incremento de sus niveles en estadios avanzados de CCR en comparacion
a etapas tempranas, aumento que también se relacioné a la invasién linfovascular.
Asociandose asi con el grado tumoral y la supervivencia reducida en los pacientes
(Roh et al., 2018).

La propuesta de que miR-200c actia como supresor tumoral aparecié primero
a causa de los resultados de investigaciones que coinciden que este se encuentra
disminuido en tejidos de colon canceroso al compararlo con tejido normal. Dicha
propuesta se ha confirmado en anélisis donde se han utilizado inhibidores de miR-
200c en cultivos celulares de CCR, obteniendo como resultado la disminucién de los
niveles de apoptosis y mejora su capacidad invasiva (Karimi Dermani et al., 2017;
Mazraehshah et al., 2018). A través del uso de la misma técnica es que se ha llegado
a dilucidar los mecanismos mediante los cuales miR-200c ejerceria su funcién de
supresor tumoral. Una de las moléculas diana de este miRNA seria la region 3°’'UTR
del mMRNA de BMI1 (Mazraehshah et al., 2018), proteina que participa en la
regulacion de células madre, la EMT (Zhang et al., 2016) y el ciclo celular
(Srinivasan et al., 2017). Otro blanco seria la kinesina KIF14 que es inhibida a nivel
post-transcripcional; KIF14 esta en altas concentraciones en células de cancer
colorrectal y se demostrd que es capaz de promover la proliferacion tumoral
mediante la regulacion de ciclo celular y activacion de sefalizacion de Akt (Z. Z.
Wang et al., 2018). miR-200c también seria capaz de suprimir o revertir el proceso
de EMT a través de marcadores como ZEB-1, vimentina y N-cadherina y la via de -
catenina (Karimi Dermani et al., 2018), ya que al transfectar el supresor de miR-200c
en células de carcinoma colorrectal se obtuvo como resultado una disminucion en
MRNA de E-cadherina, mejorando el nivel de vimentina y ZEB-1 a nivel de mRNA

y proteina (Karimi Dermani et al., 2017) pudiendo mantener el fenotipo epitelial.
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5.3 MicroRNA-92a

El microRNA-92a se ha visto desregulado al alza en su expresion en
diferentes enfermedades como cancer de pulmon de celulas no pequefias (Lu et al.,
2017; Xu et al., 2018), osteosarcoma (Jiang et al., 2017; Xiao et al., 2017), cancer
gastrico (Peng et al., 2018), canceres de vejiga invasivos no musculares (Ingelmo-
Torres et al., 2017), carcinoma nasofaringeo (H. Zhang et al., 2016), céancer
colorrectal (Ke et al., 2015), entre otros (Y. Peng et al., 2019). Respecto a CCR se ha
determinado que miR-92a se comporta como un Oncomir, siendo capaz de promover
la proliferacion y migracion celular (Alcantara & Garcia, 2019; Wei et al., 2019).
Esto se explica a través de sus diversos mecanismos de accion, como la regulacion
negativa del mMRNA NF2 (Alcantara & Garcia, 2019), lo que causa la inhibicion de la
expresion de la proteina supresora de tumores Merlin (Petrilli & Fernandez-Valle,
2016) y la proteina NF2, provocando asi la resistencia a apoptosis, aumento en la
proliferacion celular y cambios en el citoesqueleto, otorgando asi un fenotipo celular
movil (Alcantara & Garcia, 2019). Otra de las dianas de miR-92a es la region 3'-
UTR del mRNA RECK mediante el cual reprime la expresion del gen supresor de
metastasis tumoral RECK, promoviendo la invasion y migracién celular (Wei et al.,
2019). Tambien se ha obtenido como resultado que miR-92a puede inhibir la
activacion de caspasa 3/7 (Alcantara & Garcia, 2019) y activar la sefializacion Wnt/
[-catenina, fomentando el desarrollo de CCR (G. J. Zhang et al., 2017).

Sobre la utilidad de miR-92a se ha probado que sirve en la deteccion
temprana no invasiva de CCR, ya que con una sensibilidad de 76% Yy especificidad
de 75% fue capaz de discriminar a personas sanas de pacientes con CCR (Q. Peng et

al., 2019), por lo demas se ha planteado que al medirlo en heces y plasma junto al
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miR-223 su sensibilidad aumenta a 96,7% pero no su especificidad, por lo que se
sugiere que su cuantificacion sea complementaria a otras técnicas de diagndstico de
CCR ya validadas, con el fin de evitar la realizacién de colonoscopias innecesarias
(Chang et al., 2016).

54  MicroRNA-135b

Se ha observado un aumento significativo en los niveles de miR-135b en
suero de pacientes con CCR, lo que sugiere que este microRNA funciona como
promotor tumoral en esta patologia al sobreexpresarse (Qin et al., 2018) y asi
provocar la progresion del cancer, metastasis e invasion, ademas, se pudo comprobar
que este miRNA es capaz de diferenciar etapas del crecimiento tumoral (Wu et al.,
2014) como la presencia de adenomas, adenomas avanzados y CCR con una
sensibilidad del 62%, 73% y 78% respectivamente (Wu et al., 2014; Ren et al.,
2015). Un estudio realizado en tejido de cancer de colon y en suero de pacientes con
CCR pudo demostrar que la presencia de este microRNA en suero de pacientes con
CCR se encuentra notoriamente aumentada, al igual que en su medicion en tejido de
biopsias de colon, mostrando una regulacion positiva del miR-135b en ambos tipos
de muestras y evidenciando gque la medicion de este microRNA oncogénico que esta
presente en las distintas etapas del CCR refleja con precision su expresion tanto en

suero como en tejido (Eslamizadeh et al., 2018).
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Este microRNA oncogénico es capaz de inhibir la expresion del receptor
sensor de calcio (CaSR), en especial en las primeras etapas de la tumorigénesis del
CCR (Fetahu et al., 2015). Este CaSR es un supresor tumoral que media en gran
parte las acciones antiproliferativas y pro diferenciadoras del calcio (Fetahu et al.,
2014; Aggarwal et al., 2015). Numerosos estudios han demostrado que la expresion
del CaSR se reduce o pierde totalmente durante la tumorigénesis colorrectal (Fetahu
et al., 2014; Sheinin et al., 2000; Chakrabarty et al., 2003; Hizaki et al., 2011; Fetahu
et al., 2015). Ademas, se comprobd que en tejido con CCR los niveles altos de miR-
135b se correlacionan negativamente con la sialiltransferasa ST6GALNAC2,
activando a su vez la via de sefializacion PI3K / AKT (Liu et al., 2017). Esta
sialiltransferasa incide en la metastasis de tumores de varios tipos de cancer como el
de mama (Murugaesu et al., 2014; Ferrer & Reginato, 2014), cerebro (Colangelo et
al., 2013) y pulmon (Venkitachalam & Guda, 2016), mientras que la via de
sefializacion PI3K / AKT estd implicada en la proliferacion de la tumorigénesis,
crecimiento tumoral y angiogénesis (Bellacosa et al., 2005; Engelman et al., 2006;
Jiaetal., 2017). Otro mecanismo de accién de este miRNA se encontro relacionado a
FOXOL1, supresor tumoral que se ha reportado en multiples canceres (Zhang et al.,
2015; Yu et al., 2014) que tiene un sitio de unién putativo emparejado con miR-135b
en su region 3’UTR. Los niveles de FOXO1 son regulados negativamente por este
microRNA, lo que demuestra que la presencia de miR-135b se correlaciona con la

presencia de CCR y un mal prondstico clinico (Qin et al., 2018).



55  MicroRNA-802
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Feng et al., 2020 y Wang et al., 2020, han sido los primeros en generar

resultados sobre miR-802 y su implicancia en el desarrollo de céancer colorrectal.

En ambos estudios se demostré6 que mir-802 se encontraba disminuido en

tejidos de cancer colorrectal a diferencia de tejidos adyacentes, ademas se evidencid

que el nivel de este era mayor en etapas tempranas de CCR en comparacion a los

estadios mas avanzados, sugiriendo que podria utilizarse para discriminar entre las

fases de CCR. A su vez comprobaron que este miRNA actuaria como un supresor

tumoral al unirse a la region 3’UTR del mRNA de RAN, proteina a la cual se asocio

una mayor mortalidad en aquellos pacientes con altas concentraciones de ella, ya que

promueve la proliferacién y metastasis del cancer colorrectal (Feng et al., 2020;

Wang et al., 2020).

En base a los resultados mas relevantes obtenidos se presenta la TABLA 5.1.

En el caso excepcional de miR-200c los datos incluidos en la tabla corresponden a

resultados originados de estudios realizados en cultivos celulares.

TABLA 5.1: Resumen de resultados

microRNA miR-21

miR-200c

miR-92a

miR-135b

miR-802
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Expresion Aumentada Aumentada | Aumentada Aumentada Disminuida
(Xie et al., 2019) (Roh et al., 2018) (Ke et al., 2015) (Qin et al., 2018) (Feng et al,
2020; Wang et
al., 2020)
Via Wnt mMRNA BMI1 MRNA NF2 CaSR MRNA RAN
Diana (Falzone et al., 2018) | (Mazraehshah et | (Alcantara & | (Fetahuetal, 2015) | (Feng et al.,
Vias MAPK al., 2018) Garcia, 2019) mMRNA FOXO1 | 2020; Wang et
(Falzone et al., 2018) KIF14 mMRNA (Qinetal., 2018) al., 2020)
Via de TGF-g (Z. Z. Wang et al., RECK ST6GALNAC2
(Falzone et al., 2018) 2018) (Wei et al., 2019) | (Liuetal., 2017)
Via de p53 mRNA E- wnt/ g-
(Falzone et al., 2018) cadherina catenina
(Karimi  Dermani | (G, J. Zhang et
etal., 2017) al., 2017)
Caspasa 3/7
(Alcantara &
Garcia, 2019)
73,1% 76% 62% adenomas
A (Uratani et al., 2016; (Q. Peng et al, | (Wu et al., 2014,
Sensibilidad | 5o eral, 2019) 2019) Ren et al., 2015)
73% adenomas
avanzados
(Wu et al., 2014;
Ren et al., 2015)
78% CCR
(Wu et al, 2014
Ren et al., 2015)
Especificidad 68,1% 75%
(Uratani et al., 2016; (Q. Peng et al,
Desmond et al., 2019) 2019)
Tipo de Suero Cultivo Plasma Suero Tejido de
muestra (Bastaminejad et al., celular (Chang et al, | (Qinetal., 2018) CCR
2017) (Karimi  Dermani | 2016) Tejido de (Feng et al,
Heces et al, 2017, Heces biopsia de 2020; Wang et
(Bastaminejad et al., | Mazraehshah et | (Chang et al, colon al., 2020)
2017) al., 2018) 2016) (Eslamizadeh et al.,
2018)
Utilidad Deteccion Deteccion Deteccion Diferenciar Diferenciar
clinica en tempranay tempranay temprana etapas etapas
CCR tardia tardia (Q. Peng et al, | (Wuetal, 2014) (Feng et al,
(Tsukamoto et al., | (Rohetal, 2018) | 2019) 2020; Wang et
2017) al., 2020)
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CAPITULO 6: DISCUSION

En Chile, durante estos Gltimos afios la mortalidad por CCR ha incrementado
(Ministerio de Salud, 2019) y la mayor prevalencia de esta enfermedad se ha
observado en personas mayores de 65 afios, quienes conforman el 60% de los casos
(Ministerio de Salud, 2018; Nufiez, 2017), aunque se ha evidenciado a lo largo de
todo el mundo el aumento en la incidencia de esta patologia en pacientes menores de
45 afos, quienes presentan tumores histolégicamente mas agresivos y avanzados en
comparacion a pacientes de mayor edad, lo cual se podria explicar debido al retraso
en el diagnostico (Weinberg et al. 2017), a los cambios de hébitos alimenticios y
estilo de vida (Qin et al., 2018). Cabe destacar que los pacientes diagnosticados con
esta patologia tienen una supervivencia general de 5 afios (Yang et al., 2019), lo cual

es bastante bajo.

Los métodos que existen y se utilizan actualmente para el diagnostico de
CCR cuentan con diversas limitaciones. Una de ellas ocurre en el examen de
deteccidn de sangre en heces que puede no entregar resultados lo suficientemente
confiables (Koscielniak-Merak et al., 2018). Por otro lado, la colonoscopia a pesar de
sus beneficios se suele realizar en etapas avanzadas dado que la sintomatologia es
inespecifica y ademas puede no ser completamente aceptada, principalmente por su
invasividad y/o su alto costo, lo que limita finalmente su realizacion (Diaz-Tasende,
2018; Moreno et al., 2016), donde se debe considerar de igual manera la edad del
paciente, ya que personas de edad avanzada son quienes cuentan con un mayor
riesgo de cursar complicaciones secundarias a la realizacion de este examen como
por ejemplo la perforacion intestinal, hemorragia y/o alteracion de la frecuencia
cardiaca, siendo estos pacientes los que tienen mayor riesgo de padecer cancer
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colorrectal (Kim et al., 2019; Rutherford & Calderwood, 2018). Esto en conjunto
repercute de manera negativa sobre la posibilidad de diagnosticar el CCR en etapas
tempranas para que el paciente pueda acceder a un tratamiento de manera oportuna y
con mas posibilidad de éxito. Es por ello que se requiere de nuevas modalidades para
la deteccidn temprana de este tipo de cancer (Arasaradnam et al., 2018; Vuik et al.,
2019; Chandrapalan & Arasaradnam, 2020), que sean capaces de identificar la
presencia de CCR de manera rapida y precisa sin ser un método demasiado invasivo
(Cojocneanu et al., 2020) y que, a su vez, sean accesibles para el paciente en cuanto a
costos. Esto ha incrementado el interés por la busqueda de biomarcadores
diagnésticos de CCR en fluidos corporales (Chandrapalan & Arasaradnam, 2020)
como por ejemplo en circulacion sanguinea, saliva y heces donde se han podido
identificar miRNAs (Lu & Rothenberg, 2017), los que han sido foco de investigacion
por la capacidad que tienen para mantener su estabilidad en los distintos tipos de
muestras (Verdier et al., 2019), permitiendo su obtencion y analisis de manera
simple, rapida y confiable, pues se ha demostrando con una sensibilidad de 94,9% y
especificidad de 100% que pueden ser utiles para predecir tumores de cancer

colorrectal en sus diferentes etapas (Chen et al., 2019).

La investigacion realizada sobre estos miRNAs nos entregd diversos
resultados, los que se pueden observar en la tabla resumen (TABLA 5.1) basada en

nuestro estudio.

Uno de los microRNAs analizados fue miR-21, el cual se ha observado como
un OncomiR en muestras de CCR con niveles de expresion elevados que permitirian
la deteccion temprana de esta patologia, con una sensibilidad de 73,1% vy
especificidad de 68,1% (Uratani et al., 2016; Desmond et al., 2019); el mecanismo de
accion seria la explicacion de la posible utilizacion de este miRNA para el
diagnostico temprano de CCR, debido a su interacion con el gen APC (Falzone et al.,
2018) actuando asi sobre la via Wnt (TABLA 5.1), la cual es una de la primeras vias

de sefalizacion que se desregulan en CCR (Walther et al., 2009). Existen estudios
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que ratifican un aumento en las concentraciones de miR-21 previo al desarrollo de
CCR, donde existia un incremento de 2,68 veces de dicho miR con respecto a células
control sanas (Kundaktepe et al., 2020). La obtencion de este miRNA a partir de
muestras como suero, heces (Bastaminejad et al., 2017) y vesiculas extracelulares
como exosomas (Desmond et al., 2019) ha entregado pistas sobre su uso como
potente biomarcador diagnostico de CCR debido a su sensibilidad y especificidad.
Sin embargo, en otro estudio (Montagnana et al., 2016) no se pudieron observar
diferencias significativas en los niveles plasmaticos de miR-21 entre pacientes con
CCR o polipos benignos, ni entre pacientes en etapas avanzadas y tempranas de esta
patologia. Los resultados obtenidos no mostraron aumento de miR-21 en plasma en
la secuencia de adenoma-carcinoma-carcinoma avanzado. A causa de esto, la
medicion en plasma de la concentracién de miR-21 no parece ser una opcion (util
para diagnosticar las distintas etapas del CCR ni discriminar entre otras patologias
relacionadas (Montagnana et al., 2016).

De la misma manera, el OncomiR miR-92a seria Util en el diagndstico
temprano de CCR, al tener como a una de sus dianas la via Wnt/p-catenina, para ello
cuenta con una sensibilidad de 76% Yy especificidad de 75% (TABLA 5.1). Existen
estudios en los que se propone complementar la medicién en heces de miR-21 con la
de miR-92a, adicionando a esto otras pruebas ya establecidas para el diagnostico de
esta patologia, para lograr asi un diagndstico mas preciso de CCR (Yau et al., 2019).
La cuantificacion de estos dos miRNAs es util ademas para discriminar entre CCR y
otras enfermedades como sindrome de intestino irritable y colitis ulcerosa en
muestras de plasma de pacientes con estas enfermedades, que tuvieron una
sensibilidad de 93,5% para miR-21 y 83,9% para miR-92a y una especificidad del
100% para ambos (Hassan et al., 2020). Por ende, miR-21 y miR-92a podrian
emplearse en conjunto para la discriminacion entre pacientes con CCR y pacientes
con colitis ulcerosa o intestino irritable; asi como también podrian ser apropiados
para realizar un diagnéstico temprano de CCR junto a técnicas de detecciéon ya
estandarizadas.
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Por otro lado, a pesar de que miR-135b es un microRNA ampliamente
estudiado en CCR, no se pudo encontrar mucha informacion actualizada que indique
su posible uso diagndstico. Sin embargo, se destaca que en investigaciones anteriores
ha surgido como resultado una posible deteccion de diferentes estadios de CCR
mediante su cuantificacion, teniendo una mayor sensibilidad en etapas tardias por
sobre las tempranas (TABLA 5.1). En un estudio donde se realizd la medicion de
este miRNA junto a miR-21 y miR-92a en suero, exosomas Y tejido de pacientes con
adenoma colonico, se llego a la conclusién que los 3 miRNAs serian biomarcadores
de diagnostico no invasivos para identificar lesiones premalignas, ya que aumentaron
su concentracion en el tejido de manera gradual a medida que se iba desarrollando la
enfermedad, relacionando su expresion al tamafio y numero de adenomas. No
obstante, dentro de la misma investigacion no pudieron medirse los niveles de miR-
135b en suero debido a que su concentracion no era suficiente, quedando la opcién
de cuantificar miR-21 y miR-92a en ese tipo de muestra, diferente a lo que ocurri6
con el anélisis de exosomas provenientes del tejido canceroso en que s6lo miR-21
fue capaz de discriminar a pacientes con adenomas de alto riesgo con una
sensibilidad del 69,8% y una especificidad del 80,0% (Uratani et al., 2016). En
contraste al hallazgo de la escasa concentracion de miR-135b en suero, en el estudio
de Eslamizadeh et al., 2018 se llega a una conclusién distinta, en donde los niveles
de este miRNA se ven aumentados significativamente en suero de pacientes con
CCR en distintas etapas (Eslamizadeh et al., 2018).

En cuanto a miR-200c, este es un microRNA del cual pudimos observar un
comportamiento dual dentro de su rol en el CCR, ya que en muchos estudios lo
categorizan como un supresor de tumores, mientras que en otros como un OncomiR.
Es importante enfatizar que en los estudios donde se concluye que esta molécula
actia como supresor tumoral, los experimentos fueron realizados en cultivos
celulares y no en celulas propias de tejido de pacientes con CCR. Resultados que se

contrastan con el andlisis de la concentracion de microRNAs en exosomas
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provenientes de cultivos celulares de carcinoma primario y metéstasis de céncer
colorrectal, donde se observé un aumento significativo de 4 miRNAs dentro de los
cuales se encontraba miR-200c y miR-92a (Chen et al., 2019). Por esto, es crucial
tener en consideracion las condiciones en las que se realizan los experimentos al
momento de analizar los resultados obtenidos en las distintas investigaciones sobre
miR-200c. Esto puede ser probablemente una de las razones del por qué no pudimos

tener conocimiento sobre su sensibilidad y especificidad como biomarcador de CCR.

Por ultimo, miR-802 si bien ha sido poco estudiado en CCR y sélo se ha
cuantificado en tejido, se podria considerar como un prometedor biomarcador
temprano e indicador de progresion del mismo, ya que su desregulacion se
incrementa a medida que progresa la enfermedad, lo cual es posible pesquisar desde

etapas tempranas de esta patologia, (Feng et al., 2020; Wang et al., 2020).

En base a lo anterior es que podemos decir que estos microRNAS cuentan con
ciertas ventajas por sobre ACE, ya que como se citd de manera previa, la
desregulacién y aumento en la concentracion de la mayoria de los miRNAs que
investigamos ocurre en etapas tempranas de CCR y a través de ellos ha sido posible
discriminar entre las distintas etapas de esta patologia. Por lo que la utilizacion de
estos miRNAs como biomarcadores diagndsticos serian una buena opcion para
complementar los métodos actuales para ello, tal como fue planteado por Yau et al.,
2019 a causa de la especificidad que poseen y por la desregulacion de miR-21 y miR-
92a que cursan en diversas enfermedades ademas de CCR, de igual forma que ocurre
con ACE (Lech et al., 2016). Pero, como se menciond, no existe un método universal
estandarizado para la medicion de miRNAs, lo que no permite que los resultados
obtenidos en diversos estudios sean comparables y reproducibles entre si (Ruiz-
Lopez et al., 2018). Dentro de las variaciones en los distintos métodos utilizados para
estos estudios, se incluyen el tipo de muestra, control de calidad y extraccion de
material genético (RNA) (Ren et al., 2015) Por esta razon es que, si bien el uso de

miRNAs puede ser beneficioso como biomarcador, el proceso de integracion como
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nuevo método diagnostico para CCR es un camino largo y debe ser lo més riguroso
posible tanto en la manipulacion de la muestra como en la fabricacién de kits
comerciales especificos para su deteccion, con el fin de evitar cualquier falso
positivo y permitir la comparacion de resultados entre investigaciones. Siendo estas
quizas las causas por las que durante el desarrollo de esta investigacion no se
generaron resultados sobre miRNAs validados como método diagnostico de CCR,
aun cuando existe otro grupo de microRNAs que han sido validados
bioinforméaticamente, los que estan a la espera de verificar su viabilidad a través de

futuros experimentos similares (Yang et al., 2019).

Sobre las restricciones ocurridas durante este estudio de microRNAs, los
primeros resultados que fueron incluidos en este documento no figuraban dentro de
los afios de bdsqueda pertinentes, aplicado en los criterios de exclusién debiendo
considerarse solo informacion publicada en los ultimos 5 afos, por lo tanto, la
evidencia recopilada para todos los miRNAs seleccionados a excepcion de miR-802
era bastante antes de considerar dicho criterio, motivo por el cual fueron escogidos
para el andlisis miR-21, miR-200c, miR-92a, y miR-135b. Una vez ajustados los
afios de blsqueda, las publicaciones que describian dianas, mecanismos de accién o
el rol de miR-135b en cancer colorrectal eran escasas, lo que redujo
considerablemente la evidencia actual para presentar sobre esta molécula, limitando
esta investigacion. En cuanto a la relacién de miR-802 y la patologia abordada, las
unicas dos publicaciones existentes son del presente afio (2020), en ambas
investigaciones se obtuvieron resultados similares basandose solo en la medicion de
dicho miRNA en tejido de cancer de colon, donde promete ser un potencial
biomarcador de CCR, razon por la cual se propuso esta molécula para su estudio en
esta investigacion a pesar de la carente informacién que demuestra su actividad en
CCR.
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CAPITULO 7: CONCLUSION

Frente a la evidencia recaudada en esta investigacion, es necesaria la
busqueda de nuevas técnicas para el diagndstico de CCR que sean capaces de
entregar resultados confiables y oportunos con la finalidad de aumentar la
expectativa de vida de quienes padecen esta enfermedad. A su vez, es imprescindible
que la invasividad de estas técnicas sea baja o nula para el paciente. Teniendo en
cuenta las condiciones recién mencionadas, los microRNAs son una alternativa
viable pues cuentan con caracteristicas propias de un biomarcador como, por
ejemplo, el ser medible en fluidos bioldgicos y/o tejidos sin que la obtencién de la
muestra sea demasiado invasiva y sin perder su estabilidad en ella. Ademas, han sido
capaces de detectar CCR tempranamente, discriminar entre sus diferentes etapas y
otras patologias intestinales, como colitis ulcerosa, tal como ocurre con miR-21,
miR-92a y miR-135b.

De los 5 miRNAs estudiados, sélo miR-21 y miR-92a podrian ser realmente
biomarcadores para el diagndstico de CCR basandonos en los resultados obtenidos
en esta investigacion, donde se evidencié que estos cuentan con una sensibilidad
similar (73.1% - 76% respectivamente) y que puden ser medidos ambos en muestras
de heces y sangre que son menos invasivas que la colonoscopia. Sin embargo, éstos
se han visto desregulados igualmente en otras enfermedades, lo que afecta su
especificidad pudiendo provocar posibles falsos positivos, por lo que no podrian ser

utilizados por si s6los como unica técnica para la deteccion de CCR.
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En el caso de miR-135b, a causa de su informacidén poco actualizada que
limitd esta investigacion, no podemos discernir de forma certera su uso como
biomarcador, por consiguiente, se sugiere seguir estudiando este miRNA para tener
evidencia solida sobre su utilidad clinica, ya que, los documentos existentes, si bien
son antiguos arrojaron en su mayoria resultados positivos en cuanto a su utilidad para
diferenciar las distintas etapas de céancer colorrectal (sensibilidad de 62% en
adenomas, 73% en adenomas avanzados y 78% en CCR), al poder ser cuantificado
tanto en tejido como en suero, entregando resultados equiparables por lo que la

medicién de este miRNA en suero podria ser suficiente para detectar CCR.

En cuanto a los estudios sobre miR-802, estos han generado resultados
positivos a pesar de la escasa evidencia existente hasta la fecha sobre esta molécula,
por esto es que lo observamos como un promisorio biomarcador para el diagnostico
temprano de CCR. No obstante, se sugiere seguir investigando su actividad dentro
del desarrollo de esta enfermedad, considerando su medicién en distintos tipos de
muestra en que su obtencidn no sea tan invasiva como, por ejemplo, sangre y heces,
puesto que los estudios actuales fueron realizados solo en tejido de cancer

colorrectal.

Opuesto a todo lo mencionado anteriormente, miR-200c a pesar de ser
ampliamente estudiado (principalmente en cultivos celulares) no se han presentado
datos concluyentes relacionados a su utilizacién en la deteccion de CCR que
indiqguen su sensibilidad ni especificidad. Ademéas, de generar resultados
contradictorios sobre su rol en CCR. Es por esto que consideramos que este miRNA
no es un buen candidato como posible biomarcador para la deteccion de esta

patologia.

En definitiva, se precisa que las futuras investigaciones empiricas sobre este

tema contemplen incluir la medicion de microRNAs en conjunto a otras técnicas
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poco invasivas ya establecidas para el diagndstico de CCR y asi evaluar si existe una
posible sinergia entre ambos métodos, con el objetivo de disminuir la realizacién de
colonoscopias innecesarias. Para esto, también es fundamental la busqueda de una
coleccion de microRNAs que sean especificos para el diagnostico de CCR y de esta
manera evitar resultados alterados por otras enfermedades distintas a esta patologia
que puedan estar afectando al paciente y, a su vez, cuenten con una especificidad y
sensibilidad mayor a las ya reportadas. Para lograr este fin, es necesario que las
técnicas sean reproducibles y comparables entre si mediante la estandarizacion
correspondiente, que proponemos considere la factores y estado fisiologico del
paciente que pueden incidir en la concentracion de miRNAs en los diferentes tipos de
muestra para determinar cual es la méas apropiada para realizar la medicién de estas
moléculas, asi como también tener en cuenta la obtencion de la muestra, su

procesamiento, el método que se utilizara para la extraccién de RNA y kit comercial.
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