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Resumen

El descubrimiento de nuevos sistemas de regulacion génica bajo el control de RNA
pequenos ha tenido un impacto significativo en la biologia molecular. Los Micro-
RNA (miRNA) son una clase de RNA pequenos no codificantes (aquellos que no codifi-
can para proteinas) que regulan la expresion génica pos-transcripcional. Se unen por
apareamiento imperfecto a sus RNA mensajeros blanco (RNAm) , generalmente en la
region 3" -no traducible, bloqueando la sintesis de proteinas por desestabilizacion del
RNAm y represion traduccional.

Un gran numero de miRNA han sido identificados en el genoma de varias especies inclu-
yendo el humano, y el nimero de miRNA sigue incrementandose debido a los esfuerzos
combinados de la biologia molecular y a la prediccion bioinformatica. Se ha descrito
que estas moléculas regulan funciones celulares, por lo que no es sorprendente que
los miRNA estén implicados en una gran variedad de enfermedades, como el cancery
la diabetes mellitus.

El proposito de esta revision es brindar informacion actualizada sobre la sintesis de los
miRNA y los avances en el entendimiento de los mecanismos de silenciamiento génico
mediados por los miRNA, asi como su uso potencial para el diagnostico de enfermeda-
des y su terapia.

MicroRNAs: Key regulators of genic expression

Abstract

The discovery of novel gene regulatory systems under the control of small RNAs has
had a significant impact on molecular biology. MicroRNAs (miRNAs) are a class of small
non-coding RNAs (those that do not encode protein) that regulate gene expression
post-transcriptionally. They bind with imperfect complementary to their target mes-
senger RNAs (mRNAs), generally within the 3" -untranslated region, and repress protein

*Correspondencia: Dra. Karina del Carmen Trujillo Murillo. Servicio de Endocrinologia. Facultad de Medicina y Hospital Uni-
versitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, UANL. Avenida Francisco |. Madero y Avenida Gonzalitos s/n. Colonia Mitras Centro.
C P 64460, Monterrey, Nuevo Ledn, México. Teléfono: (+52 81) 8123 1241. Correo electrénico: kary_trujillo@hotmail.com

1665-5796 © 2009 Revista Medicina Universitaria. Facultad de Medicina UANL. Publicado por Elsevier México. Todos los derechos reservados.

=

=
brought to you by i CO

E


https://core.ac.uk/display/76597811?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

188

Lugo-Trampe A et al

production by destabilizing the mRNA and translational silencing. Large numbers of
miRNAs have been identified in the genomes of various species including human; yet
the number of the miRNA is still rising due to the combined efforts of molecular bio-
logy and bioinformatic prediction. It has been reported that this molecules regulate
cellular functions, therefore not surprising that microRNAs are implicated in a wide
variety of diseases (i.e. cancer and diabetes mellitus). The purpose of this review is to
provide current information on miRNA synthesis and the progress in the understanding
of the mechanisms of miRNA-mediated gene silencing, as well as the potential use of
miRNAs for diagnosis and therapy of diseases.

Introduccion

Los organismos eucariotas disponen de un repertorio
variado de transcritos pequefos no codificantes (RNA
que no codifican para proteinas) de aproximadamente
21-25 nucleotidos (nt);' cuyo papel como reguladores
de la expresion génica es determinante en procesos de
diferenciacion celular y desarrollo, proliferacion, adqui-
sicion y mantenimiento de un fenotipo dado, entre mu-
chos otros.? 3 Estos RNA pequefios asociados a complejos
multienzimaticos son guiados para el reconocimiento de
secuencias complementarias en RNA mensajeros blanco
(RNAm). La interaccion funcional entre ambos deriva en
la degradacion del RNAm y en la represion traduccional
y, en algunos casos, pueden causar modificaciones epi-
genéticas.* ®> En funcion de su origen y tamafo, los RNA
pequenos se clasifican en varios grupos. Recientemente,
un grupo de estos RNA, [lamados microRNA (miRNA), ha
cobrado gran importancia en el estudio de la regulacion
génica. 2 ¢ El primer miRNA descrito fue lin-4 que regula
los diferentes estadios del desarrollo de la larva C ele-
gans.” & Desde entonces un gran nimero de miRNA han
sido identificados en el genoma de varias especies inclu-
yendo al humano, y el nimero de miRNAs sigue incremen-
tandose debido a los esfuerzos combinados de la biologia
molecular y la prediccion bioinformatica.®  © Estos
miRNA regulan la expresion génica pos-transcripcional al
unirse por apareamiento imperfecto a sus RNAm blanco,
generalmente en la region 3 -no traducible, bloqueando
la sintesis de proteinas por desestabilizacion del RNAm
y represion traduccional.! Se sabe, ademas, que juegan
un papel importante en la regulacion de una variedad de
funciones celulares, asi como en varias enfermedades in-
cluyendo cancer y diabetes mellitus.™ En esta revision se
describe informacion actualizada sobre la sintesis de los
miRNA y los avances en el entendimiento de los mecanis-
mos de silenciamiento génico mediados por los miRNA,
asi como su uso potencial para el diagnostico de enfer-
medades y su terapia.

Distribuciéon gendmica
y sintesis de los miRNA

Aunque la mayoria de los genes para miRNA estan distri-
buidos a lo largo del genoma, otros (50% ) se encuentran

adyacentes formando grupos y son expresados de manera
coordinada. Esta regulacion se consigue mediante la sin-
tesis de un transcrito policistronico, que posteriormente
es fragmentado para generar multiples miRNA,""3 lo que
sugiere en algunos casos una organizacion de tipo operon.
Los genes para miRNA estan localizados en exones e intro-
nes de RNA no codificante, asi como en intrones de RNA
codificante; este Ultimo tipo de miRNA tiene la misma
orientacion que el gen en el que se aloja, por ejemplo,
miR-208, que se encuentra en el intron 28 de la cadena
pesada de la proteina alfa-miosina cardiaca.' >

La via canonica de biosintesis de los miRNA incluye
varias etapas. Inicialmente, los miRNA son transcritos por
la RNA polimerasa Il para generar moléculas precursoras
o pri-miRNA con un casquete (7-metil-guanosina) en el
extremo 5" y una cola de poli (A) en el extremo 3" (figura
1).'% 7 Estos transcritos primarios se autocomplementan
formando estructuras en forma de tallo y bucle de ~80 nt
de longitud.> Posteriormente, estos pri-miRNA son proce-
sados en el nucleo por el complejo proteico denominado
“microprocesador” para generar un precursor mas peque-
fo conocido como pre-miRNA, de ~65 nt de longitud.® '®
Este complejo consiste de la enzima RNasa Ill Drosha y
de la proteina de union a RNA de doble cadena, denomi-
nada DGCR8 en humanos y Pasha en Drosophila'y en C
elegans).> 1% 20

La proteina DGCR8 juega un papel importante en el
reconocimiento de los sitios de corte de Drosha en el tallo
de la estructura del pri-miRNA, dando origen al pre-miR-
NA (figura 1).> %" En el caso de los pri-miRNA intrénicos,
éstos son procesados por el spliceosoma y componentes
exosomales, para dar origen al pre-miRNA correspondien-
te.? Después de la etapa de procesamiento en el nucleo,
los pre-miRNA son reconocidos por el factor nuclear de
exportacion Exportina-5 (Exp5) el que junto con la pro-
teina de unidén a GTP Ran forman un complejo de trans-
porte nuclear que conduce a los pre-miRNA a través de los
poros del nicleo al citoplasma;?* 4 ahi seran reconocidos
y procesados por la enzima RNasa Ill Dicer (figura 1). Esta
enzima corta el tallo y bucle del pre-miRNA para generar
un RNA dUplex formado por una cadena de miRNA maduro
y una cadena de miRNA complementaria (miRNA/miRNA*)
de ~22 nt de longitud. Después de la digestion, Dicer per-
manece asociada al miRNA duplex, que posteriormente
es liberado por accion de la RNA helicasa A en células
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Figura 1. Biogénesis de los miRNA y mecanismos de regulacion de expresion génica.
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Los miRNA se generan a partir de un precursor (pre-miRNA), que a su vez se genera a partir de un transcrito primario (pri-miRNA). Los
mecanismos utilizados por los miRNA para silenciar la expresion génica incluyen: a) inhibicion al inicio de la traduccion; b) represion tra-
duccional pos-inicio, y c) desestabilizacion del RNAm blanco a través de un proceso de deadenilacion.>®

humanas.? En seguida, el miRNA maduro es incorporado
al complejo silenciador inducido por RNA (RISC). ¢

En este proceso el RNA duplex es separado, una cade-
na (miRNA*, sentido) es degradada, mientras que la otra
cadena (miRNA, antisentido o guia) es satisfactoriamente
incorporada al RISC; esta Ultima funciona como “guia”
para identificar a los RNAm blanco, con el fin de que RISC
actle sobre ellos, bloqueando la sintesis de proteinas por
desestabilizacion del RNAm y represion traduccional.® El
complejo RISC esta constituido por varias proteinas, en-
tre ellas Dicer, TRBP (transactivation-response element
RNA-binding protein) y, principalmente, por las protei-
nas Argonauta (Ago).? Las proteinas Ago estan localiza-
das en regiones especificas del citoplasma denominados
cuerpos-P (cuerpos de procesamiento de RNAm o cuerpos
GW porque contienen a la proteina GW182), los cuales
son regiones con altas tasas de degradacion del RNAm
via deadenilacion;?” aunque también se ha identificado
que en los cuerpos-P el RNAm puede ser almacenado y
posteriormente liberado para su traduccion (figura 1).2

Mecanismos de regulacion
de expresion génica

Una caracteristica general de los miRNA es su aparea-
miento imperfecto con el RNA blanco, es decir entre la
cadena del miRNA y su RNAm blanco. Los miRNA general-
mente se unen a la region 3"UTR (region no traducible)
de sus RNAm blanco.? Después del reconocimiento de esta
region en el RNAm blanco, ;como es que los miRNA repri-
men la expresion génica? Actualmente, los mecanismos

de represion pos-transcripcional siguen siendo amplia-
mente estudiados, sin embargo, entre los mecanismos
que se han propuesto se encuentran: a) bloqueo del inicio
de la traduccion; b) represion pos-inicio de la traduccion,
y c) desestabilizacion del RNAm blanco a través de un
proceso de deadenilacion (figura 1);' ?° aunque aparen-
temente diferentes, estos mecanismos no son mutua-
mente excluyentes.

En los tres mecanismos propuestos, los RNAmM blanco
son secuestrados en los cuerpos-P para almacenamiento
o degradacion; sin embargo, bajo condiciones de estrés
estos RNAm almacenados pueden ser liberados y traduci-
dos.* La maquinaria celular responsable de la degrada-
cion de los RNAm esta principalmente concentrada en los
cuerpos-P; sin embargo, no esta claro si este proceso esta
restringido a los cuerpos-P, o también puede ocurrir fuera
de estos cuerpos de procesamiento del RNAm.3 Debido
a que solamente algunos miRNA han sido estudiados, se
desconoce si otros factores celulares y condiciones modu-
lan las funciones de los miRNA.

Perfiles de expresion de los miRNA

Con el avance en las técnicas de biologia molecular ac-
tualmente es posible determinar simultaneamente los
niveles de expresion de la totalidad de los miRNA des-
critos. Entre las técnicas disponibles se encuentra la
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) cuantitativa
en tiempo real, que permite la cuantificacion desde un
solo miRNA hasta 384 (lo cual se conoce como arreglo
de PCR).3" 3 También, pueden determinarse los perfiles
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Cuadro 1. Métodos y fuentes para la prediccion de genes blanco de miRNA

Algoritmo Abordaje Direccion electronica Referencia
miRanda® Complementariedad http://www.microrna.org/microrna’home.do 41
miRBase Complementariedad http://microrna.sanger.ac.uk/ 42

TargetScan Complementariedad http://www.targetscan.org 45

TargetScanS Complementariedad http://www.targetscan.org 46
DIANA microT Termodinamico http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/ 43
PicTar Termodinamico http://pictar.mdc-berlin.de/ 44

RNAHybrid Termodinamico/ modelaje estadistico http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rahybrid/ 47

STarMir Modelo de estructura en dos pasos http://sfold. wadsworth.org/starmir.pl 49
RNA22 Reconocimiento de patron http://cbesrv.watson.ibm.com/rna22.html 48

*miRanda es un software para identificacion de dianas gendmicas de miRNA

de expresion empleando técnicas de alto rendimiento
como los microarreglos de expresion, de los cuales la
empresa Affymetrix™ ofrece la capacidad de analizar
en un solo chip miRNAs de hasta 71 especies de interés
en investigacion y desarrollo de drogas farmacéuticas
(6,703 miRNAs en total). Por otra parte, la plataforma
de Illlumina™ se enfoca hasta ahora exclusivamente en
los miRNA humanos y de raton, permitiendo el analisis
de expresion de 1146 y 656 miRNA, respectivamente.
Esta Ultima compaiia también ofrece un nuevo formato
de analisis de nivel intermedio (Veracode™), capaz de de-
terminar simultaneamente los niveles de expresion
de hasta 96 miRNAs. Los métodos descritos anteriormen-
te solamente permiten estudiar a los miRNA conocidos;
sin embargo, el analisis de expresion génica serial de
miRNA (miRAGE) es un método que permite la identifica-
cion de nuevos miRNA.3

Anteriormente, los niveles de sensibilidad eran una
desventaja al analizar miRNA, no obstante, con las ac-
tuales estrategias de amplificacion de transcritos esta li-
mitante ha sido superada, requiriéndose ahora solamente
nanogramos de RNA total.3" 32 34 35 Es importante desta-
car que también existen otras estrategias en las que no
se amplifica el material genético, sino que Unicamente
se intensifica la sefal obtenida durante el analisis de los
perfiles de expresion de miRNA. Para ello se utiliza un
método llamado RAKE (abreviado del inglés, RNA primed-
array based Klenow enzyme assay).¢ Finalmente, el desa-
rrollo de métodos de analisis de miRNA que amalgaman la
biotecnologia con la nanotecnologia ofrecen la capacidad
de detectar y cuantificar en el rango de femtomolar. Es-
tos esfuerzos en modelos experimentales han mostrado
excelentes resultados y alta sensibilidad, por lo que se
espera en un futuro proximo que estas metodologias sean

de uso cotidiano en procedimientos de investigacion y
diagnostico.? 38

Prediccion de genes blanco de miRNA

Recientemente, varios métodos computacionales se han
desarrollado para la prediccion de genes blanco de los
miRNA. En el caso de los RNAm blanco de los miRNA
animales el hecho de que sean muy cortos y de que los
diplex miRNA-RNAm no son plenamente complementa-
rios, convierten en todo un reto la elucidacion de los
patrones de hibridacion.*® Abordajes bioinformaticos y
experimentales han revelado que no solamente el patron de
union juega un papel importante en el reconocimiento
del blanco, sino también en la relacion con el miRNA.% En
la actualidad existen disponibles numerosas fuentes de
herramientas bioinformaticas para la prediccion de genes
blanco de miRNA que se detallan en el cuadro 1. La ma-
yoria de los algoritmos consideran la complementariedad
de secuencia miRNA-RNAm* 4 y la termodinamica del hi-
brido miRNA-RNAm,* * otros la conservacion de secuen-
cias blanco entre las especies,” * y algunos mas toman
en cuenta la estructura secundaria del RNAmM y los cam-
bios después de la formacion del hibrido miRNA-RNAm. 44
Resultados derivados del empleo de estos algoritmos bio-
informaticos de analisis han sido validados en ensayos ex-
perimentales, retroalimentando, reforzando y validando
los algoritmos de prediccion in silico de genes blanco.*

Aplicaciones de los miRNA en diagnéstico,
pronéstico y terapia

El descubrimiento de los mecanismos de regulacion de la
expresion génica ha permitido la generacion de nuevas
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alternativas para el estudio, diagnostico y tratamiento de
diversas enfermedades. Desde la primera descripcion
de miRNA en mamiferos, se han efectuado diversos es-
tudios con enfoque terapéutico; sin embargo, solamente
son aplicables en aquellos padecimientos en los que el
mecanismo patogénico de la enfermedad implica altera-
ciones en la expresion génica.

El miR-375, el cual es expresado en altos niveles en
los islotes pancreaticos, es requerido para la homeostasis
normal de la glucosa. Los modelos animales carentes de
este miRNA muestran un fenotipo hiperglicémico; mien-
tras que en los modelos animales obesos carentes del
mismo miRNA disminuye dramaticamente la capacidad
endocrina del pancreas, dando como resultado un estado
diabético severo.?' También, se ha reportado que la sobre
expresion de miR-30d incrementa la expresion de insuli-
na, mientras que su inhibicion bloquea la transcripcion
del gen de insulina estimulada por glucosa.>? Estos ha-
llazgos aportan bases para continuar el estudio del papel
de los miRNAs en el desarrollo patogénico de la diabetes
mellitus, asi como en el desarrollo de esquemas terapéu-
ticos basados en miRNA.

Por otra parte, estudios de analisis de perfiles de
expresion en leucemias agudas han revelado similitudes
en el agrupamiento basado en riesgo o en respuesta al
tratamiento, o de acuerdo con su linaje, al comparar
los perfiles de expresion basados en genes codificantes y
en miRNAs.* Resultados similares se han reportado para
cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, cancer
de colon y cancer de pulmén, por mencionar soélo al-
gunos.>>” La importancia de este hallazgo radica en el
potencial diagnostico que tiene determinar la “firma ge-
nética” basada en miRNA, ya que analizando un menor
numero de transcritos no codificantes (miRNA) se obtiene
el mismo agrupamiento que analizando una gran cantidad
de transcritos codificantes (microarreglos de expresion).
Con estos ejemplos se demuestra el potencial diagndstico
y prondstico que se obtiene al analizar el perfil de expre-
sion de miRNA.

Una propuesta terapéutica reciente es el empleo del
miR-203 en procedimientos de terapia génica para el
tratamiento de enfermedades oncogénicas en las que
la expresion del gen ABL juega un papel fundamental en
el mantenimiento y progresion de la enfermedad (linfo-
mas ABL+, y leucemias BCR-ABL +). Esta propuesta surge
después de un extenso estudio en el que finalmente va-
lidan al gen ABL como diana de la represion ejercida por
miR-203.%

El bloqueo en la sintesis de algunos miRNA ha de-
mostrado ser un potencial blanco farmacoldgico; tal es
el caso de la molécula diazobenzona 2 que bloquea la
sintesis del miR-21, el cual esta implicado en varios tipos
de cancer como los de cerebro, pulmoén, colon, mama
y ovario.® Se espera que en un futuro los tratamientos
terapéuticos con miRNA sintéticos o bloqueadores de
la sintesis de miRNA provean terapias mas selectivas
que las drogas quimioterapéuticas convencionales, y
con menores efectos adversos. Sin embargo, una regula-
cion erronea puede desencadenar la sobre- o sub-expresion

de genes que promuevan el desarrollo de algln tipo de
cancer u otra enfermedad, por lo que el estudio del
papel de los miRNA en la regulacion de la expresion géni-
ca y la identificacion de todos sus genes blanco permitira
el disefio de drogas que bloqueen especificamente la via
patogénica de padecimientos en los que la desregulacion
de la expresion génica juegue un papel central.

El reciente descubrimiento de miRNA en suero y plas-
ma en una forma estable y protegidos de la actividad
de RNAsas endodgenas, abre la posibilidad de emplearlos
como biomarcadores en varios tipos de cancer y otras
enfermedades. ' Resultados in vitro revelan el potencial
terapéutico de algunos miRNA que acttan bloqueando
la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH-1).% Resultados similares han sido obtenidos contra
el virus de la hepatitis C (VHC) al sobre-expresar in vitro
a miR-199a, mostrando inhibicion de la replicacion viral.
Lo que sugiere que miR-199a regula negativamente la re-
plicacion del VHC, por lo que podria emplearse como una
nueva terapia antiviral.®

Conclusion

Desde su descubrimiento los miRNA han revolucionado y
cambiado la concepcion tradicional de los mecanismos de
regulacion de la expresion génica. El estudio de los meca-
nismos de regulacion mediados por miRNA e identificacion
de sus genes blanco en enfermedades como cancer, dia-
betes mellitus e infecciones virales, por mencionar solo
algunas, han arrojado resultados alentadores que aportan
las bases para la aplicacion de los miRNA en el diagnostico
y pronostico de enfermedades, asi como en el desarrollo
de nuevas opciones terapéuticas mas selectivas y con me-
nores o nulos efectos adversos. En resumen, el estudio de
los miRNA representa un area de oportunidad importante
en la investigacion biomédica.
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