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INTRODUCCION

Los microRNAS

Los microRNAs (miRNAs) son unas pequefias moléculas de RNA endoégeno que no
codifican para proteina y que actian como moléculas reguladoras de la expresion
génica. Juegan un papel regulador muy importante en animales y plantas uniéndose a
los RNA mensajeros (mRNA) inhibiendo su traduccion a proteina. Forman parte de una
de las clases mds abundantes de moléculas reguladoras génicas en organismos
multicelulares, influenciando en los niveles finales de muchos genes que codifican para
proteinas.

Estas pequenas moléculas de RNA no codificante fueron inicialmente descubiertas en
C. elegans por Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum', quienes
descubrieron que lin-4, un gen que actuaba en el control del desarrollo de C. elegans, no
codificaba para proteina, pero en cambio producia dos RNAs pequefios, uno de 22nt y
otro de 61nt de longitud. El més largo se vio que podia adoptar una conformacion en
stem loop y que era el precursor del mas corto. Los laboratorios de Ambros y Ruvkun
vieron que estos RNAs mostraban zonas antisense complementarias a multiples sitios
de la zona UTR 3’ del gen lin-14"%. Ruvkun y colaboradores mostraron que se veia una
disminucién de la cantidad de proteina sin que hubiera una reduccion de los niveles de
mRNA.

El pequefio RNA lin-4 es ahora reconocido como el miembro fundador de una clase
muy abundante de pequefios RNAs reguladores llamados microRNAs o miRNAs*”.
Desde el descubrimiento de lin-4 en C. elegans se han ido descubriendo miRNAs en
otras especies y ahora sabemos que muchos organismos multicelulares expresan cientos
de miRNAs, los cuales presentan un patrén de expresion dependiente de tipo celular y
de tejido®. Sin embargo, no fue hasta 7 afios después que se encontrd el segundo
miRNA conocido, let-7, otro gen en C. elegans que codificaba para un RNA regulador
de unos 22nt. Este actuaba promoviendo el desarrollo de la larva tardia hacia la forma
adulta de la misma manera que lin-4 actuaba en el desarrollo temprano, en la transicion
del primer estadio larvario al segundo”®. A raiz del descubrimiento de let-7, se le fueron
descubriendo homologos en otros genomas como el humano o el de otros animales
bilaterales’. En humanos, segin el @ltimo recuento en mirBase'® ' a Febrero de 2007

hay mas de 500 miRNAs maduros registrados. Se han ido descubriendo sus dianas y
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funciones, entre las que podemos destacar: control de la proliferacion y muerte celular,
metabolismo de los acidos grasos en moscas, formaciéon del patron neuronal en
nematodos, modulacién de la diferenciacion del linaje hematopoyético en mamiferos o

control del desarrollo de las hojas y las flores en plantas, entre otras.
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Figura 1. Evolucién en el descubrimiento de los miRNAs segun MIRBASE.

En la grafica podemos ver la evolucion en el descubrimiento de los miRNAs, a través
del numero de entradas disponibles en MIRBASE desde su primera actualizacion en el
ano 2002, con un total de 218 entradas, hasta la ultima actualizacion en Febrero de
2007, con ya 4449 entradas que representan miRNAs precursores en horquilla, que
expresan 4274 miRNAs maduros, en primates, roedores, pajaros, peces, gusanos,

moscas, plantas y virus.
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Biogénesis de los miRNAs

Los genes que codifican para los miRNAs estan localizados principalmente dentro de
los intrones de genes que pueden codificar para proteinas, asi como también en regiones

. O o) 12, 13
1ntergemcas 0 exonicas

. En el primer caso, la expresion de los miRNAs puede ir
correlacionada con la regulacion transcripcional de su gen huésped y de esta manera
explicaria una especificidad tisular debida a la expresion de diferentes grupos de
genes'* . En el segundo caso, la expresion de los miRNAs viene regulada de forma
independiente a través de sus propios elementos reguladores'>. También se ha observado

que los miRNAs pueden estar derivados de secuencias

repetitivas de DNA'®.

Los microRNAs maduros son moléculas de unos 20-25

%, F el nucleodtidos de longitud, con un grupo fosfato en el
;’:?’ , extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. Estos
ri' derivan de un procesamiento que se inicia en el nucleo

tc: g de la célula y termina en el citoplasma donde realizan
l;r' ‘: a ‘ su funcidon. Son transcritos por la RNA polimerasa II
.2‘. I que produce una larga molécula de RNA que puede
l; (": i exceder 1 kb, conocida con el nombre de miRNA

5-"%_[__ ‘1;: primario (pri-miRNAs)'" '®. Este forma una estructura

IE\ E( en hairpin stem-loop (Figura 2), la cual es cortada en el
?\ :‘: nucleo por la endonucleasa RNasa III conocida con el

o
e

) nombre de Drosha, que esta asociada con la proteina
Figura 2. Estructura en

hairpin stem-loop de un DGCRS (en mamiferos) o Pasha (en Drosophila y C.
pre-miRNA 'y miRNA ] )

maduro. En rojo podemos elegans). Drosha corta de forma asimétrica ambas
ver que lleva contenida la .

secuencia  del  miRNA cadenas en los sitios cercanos a la base de la estructura
maduro.

primaria en forma de stem-loop, de forma que el
producto resultante es una molécula de unos 60-70 nucledtidos denominada pre-
miRNA'" %, Este pre-miRNA es exportado al citoplasma de forma activa a través del

complejo dependiente de RAN-GTP, Exportina-5" >

. Ran es un cofactor que une GTP
durante la exportacion nuclear de RNA. En el citoplasma, la molécula de GTP es
hidrolizada a GDP y el pre-miRNA es liberado del complejo exportador. Una vez en el
citoplasma, esta molécula de unos 70nt sera cortada por la endonucleasa RNasa III

conocida como Dicer, asociada a las proteinas TRBP y PACT en mamiferos, dando
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21-24
. De este

lugar a una molécula de doble cadena conocida como miRNA duplex
miRNA duplex, se separaran las dos cadenas y una de ellas da lugar al miRNA maduro
de unos 20-25nt que se incorpora al complejo ribonucleoproteico conocido como RNA-

induced silencing complex (RISC)>2¢

, el cual es la maquinaria catalitica responsable de
la degradacion del mRNA diana y/o de la inhibicion de la traduccion, mientras que la
otra cadena, conocida como miRNA*, es degradada. El complejo RISC cuando actaa
con miRNAs se le conoce como miRISC.

Los componentes conocidos del complejo miRISC humano incluyen a Dicer, a las
proteinas Argonauta, a TRBP (HIV-1 transactivation responsive element [TAR] RNA-
binding protein) y a PACT (una proteina de union a RNA de doble cadena).

Dicer es una enzima muy conservada en casi todos los eucariotas. En algunas especies,
homoélogos de Dicer, como Dicer-1 y Dicer-2, tienen funciones especificas en el
silenciamiento génico. En Drosophila melanogaster, Dicer-1 y Dicer-2 estan
involucradas en el procesamiento del pre-microRNA y en la generacion de RNAs
silentes (siRNA), respectivamente. Dicer contiene varios dominios entre ellos un
dominio DEAD-box RNA-helicase (dominio conservado en la familia de enzimas que
usan la hidrolisis de ATP para abrir RNA de doble cadena), un dominio DUF283 (de
funciéon desconocida), un dominio RIII (dominio conservado que participa en la
reaccion endonucleasa que produce la rotura de sustratos de RNA de doble cadena), un
dominio de uniéon a RNAs de doble cadena (dsRNA) y un dominio PAZ (dominio
conservado que se une especificamente a hélices de RNAs pequeios).

Como en el caso de Dicer, varias proteinas homologas a Argonauta han sido
encontradas en diferentes especies y tienen diferentes funciones en el silenciamiento
génico. AGOI es necesaria para la produccion del miRNA maduro, teniendo un papel
en la biogénesis de los miRNAs. Todas las proteinas de la familia Argonauta tienen 2
dominios comunes, PAZ y PIWI.

En el complejo miRISC humano formado por TRBP, Dicer, AGO2 y PACT, el enzima
catalitico que corta el mRNA diana es AGO2. Los dos pasos cruciales en el ensamblaje
de miRISC son: la seleccion de la cadena de miRNA sense o antisense, seguido de la
potencial destruccion de la otra cadena. Los pasos de estos dos mecanismos no se
conocen con exactitud y no esta claro si la cadena sense es destruida en todas las
especies, pero una vez el miRISC se ha ensamblado con la cadena que le hace de guia,

este se unird al mMRNA diana en la region UTR 3’ para bloquear su traduccion.
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Figura 3. Proceso de transcripcion, maduracion y mecanismos de acciéon de los
miRNAs (He L & Hannon GJ, 2004).
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Figura 4. Localizacion de los miRNAs en los transcritos de RNA (Cai X. et al 2004)
En la figura se muestran cuatro casos: miR-21, miR-198, miR-22 y miR-26b. MiR-21 se
transcribe como parte de un RNA no codificante que no sufre splicing. MiR-22 se
encuentra en una localizacién exonica de un RNA no codificante, que si que sufre
splicing. miR-26b y miR-198 se encuentran dentro de genes que codifican para

proteina, el primero en zona intronica y el segundo se encuentra codificado en la region

UTR 3’ del mRNA.
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Mecanismos de accion de los miRNAs

Los miRNAs pueden regular negativamente la expresion génica a través de dos
mecanismos principales: la degradacion del mRNA diana o mediante la represion
traduccional. La utilizaciéon de un mecanismo u otro dependera del mRNA diana. Una
vez el miRNA se incorpore en el complejo citoplasmatico RISC, actuard un mecanismo
u otro dependiendo del grado de complementariedad del miRNA con su diana. Si la
complementariedad es elevada o total se producird la degradacién del mRNA?,
mientras que si la complementariedad no es total o es insuficiente se producird una
inhibicion de la traduccion. Uno de los principales puntos de discusion en este campo
gira entorno a dos cuestiones: que grado de complementariedad es necesario para el
silenciamiento génico y cudntos miRISC son necesarios para inhibir la traduccion.
Seglin los conocimientos disponibles sobre los siRNA, se cree que serian necesarios
almenos 11pb para una elevada afinidad en el reconocimiento del mRNA diana y la
unidon al miRISC. Por debajo de este numero la afinidad del complejo miRISC por su
diana se encuntra comprometida. Sin embargo, Doench y Sharp®® reportaron que la
habilidad de los miRNAs para suprimir la traduccion dependia enormemente de la
energia libre de union entre los primeros 8nt del extremos 5’ del miRNA y del mRNA
diana. Segun esto un miRNA puede actuar sobre muchas zonas UTR 3’ de un gran
numero de genes. Estudios de microarrays mostraron que los miRNAs pueden inhibir
muchos mRNA dianas que contengan secuencias que sean complementarias a las
posiciones 2-7 del extremo 5’ de un miRNA, region que se conoce como Seed
sequence”.

La segunda cuestion podria responderse considerando la afinidad del complejo miRISC
por su diana. Las evidencias apuntan a que se requieren varias regiones de union de
miRNAs para una interaccion miRNA-diana de alta afinidad que suprima la traduccion.
Es plausible pensar que un miRISC que reconoce una unién imperfecta entre miRNA y
mRNA con sélo 7-9nt, se uniria a la diana con baja afinidad. Por lo que multiples copias
de miRISC podrian unirse a la diana para compensar la union de baja afinidad entre el

miRISC y el mRNA*" .

Cuando un miRNA guia hacia la degradaciéon de un mensajero, el corte se produce
precisamente en el mismo sitio en que lo producen los siRNA en su actuacion, entre los

nucleétidos que rodean al residuo 10-11 del miRNA?' (Figura 5).
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Figura 5. Proceso de destruccion de un RNA mensajero por la union
complementaria de un miRNA (Rana TM, 2007).

Después de la degradacion del mRNA, el miRNA permanece intacto y puede guiar
hacia el reconocimiento y la destruccion de mRNAs adicionales. En general en este
mecanismo de accion, la complementariedad se puede dar tanto en regiones codificantes
como en regiones UTR 3’°, mientras que cuando actua inhibiendo la traduccion suele
unirse a la region UTR 3’ del mRNA. Existen excepciones como la que se ha
observado en miR-122 que afecta positivamente la replicacion del virus de la Hepatitis
C, por unién a la region 5’ no codificante (UTR 5°)*%. En este caso, el miRNA tiene
funcion activadora de la expresion génica, aunque no esta claro si es un mecanismo
unico o si representa un mecanismo de accion todavia desconocido de los miRNAs.

En el mecanismo de inhibicién traduccional, el principal efector es RCK o p54°>
(componente del complejo miRISC). Estudios recientes muestran que algunos
componentes de miRISC colocalizan en los P-bodies — puntos citoplasmaticos que
contienen complejos proteicos — junto con mRNA reprimido traduccionalmente.
Multiples copias de un miRISC que contiene RCK/p54 puede iniciar un evento de
oligomerizacion que secuestra al mRNA y lo transporta a los P-bodies. Una vez alli, el
mRNA traduccionalmente reprimido podria permanecer en estructuras oligoméricas
para su almacenamiento o podria formar un complejo con enzimas decapping y
proteinas cap-binding que degradan el mRNA. En resumen, el miRNA en el miRISC
indica la secuencia diana y RCK/p54 es la molécula efectora que transporta el mRNA

hacia el almacenaje o procesamiento en los P-bodies®**°(Figura 6).
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Figura 6. Via de actuacién de los miRNAs en los P-bodies (Rana TM, 2007).
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Por otro lado, algunos siRNAs pueden unirse al DNA y realizar no s6lo represion
postranscripcional sino también represion transcripcional. Esto apunta a que los
miRNAs podrian también actuar de esta manera. Ademads, los miRNAs podrian estar
relacionados con la regulacion de la estructura de la cromatina. En este sentido, la
reciente prediccion de genes diana de miRNAs entre los cuales hay proteinas
modificadoras de histonas, entre ellas histonas metiltransferasas, methyl CpG-binding

proteins y histonas deacetilasas’’, apoyaria esta hipétesis (Figura 7).

A Extensive complementarity in B Shaort complementary segments in 3°-UTR C Interaction with DNA
coding region or UTR _

Active chromatin

l_ Histane methylatian

* * Kk K *
Silant chramatin

Figura 7. Resumen de los diferentes mecanismos de actuacion de los miRNAs
(Bartel DP, 2004).

Los miRNAs tiene 3 mecanismos principales de actuacion: A) destruccion del mRNA
por la unién de forma complementaria a este; B) Inhibicion de la traduccion si la unién
a la zona UTR 3’ no es totalmente complementaria. C) Interaccion con el DNA que

provoca la silenciacion de la cromatina.
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RNA interferencia. Otros tipos de RNAs pequeiios

La RNA interferencia (RNAIi) es un fendmeno muy especifico de silenciamiento génico
iniciado o disparado por moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA). Esto se
descubrié primero en C. elegans® y en seguida hizo preguntarse a la comunidad
cientifica si este efecto de los RNAi podia usarse para silenciar genes en otros
organismos.

La RNAIi es un fenomeno de defensa natural encontrado en hongos, plantas y animales.
En todos estos reinos, largas moléculas de dSRNA exdgeno activa la RNAi. Cuando esta
herramienta de inhibicion de la expresion se quiso probar en mamiferos, se vio que la
entrada de largas moléculas en la célula de dsRNA inducia la activacion de la
inmunidad innata contra virus, por activacion de la via del interferén. Al introducir las
moléculas de dsRNA en la célula se activaba PKR, una proteina quinasa dependiente de
dsRNA, que causaba una destruccion inespecifica de RNA y la inhibicion de la sintesis
proteica®. Analizando la maquinaria que actuaba en estos mecanismos se observd que
eran complejos proteicos bastante conservados entre especies y que la degradacion del
mRNA diana venia guiada por fragmentos de RNA de 21-23nt que provenian de largas
moléculas de RNA. De esta manera se pudo concluir que moléculas cortas de RNA
inducian en mamiferos la interferencia del RNA sin activar la respuesta de la PKR*"*'.
La RNAI ha emergido como una nueva manera de controlar la expresion génica a nivel
postranscripcional, siendo explotada como una herramienta para investigar funciones
génicas.

Hay varios tipos de RNAs pequefios endogenos identificados: Small interfering RNAs
(siRNAs), Trans-acting siRNAs (tasiRNAs), Tiny noncoding RNAs (tncRNAs), Small
scan RNA (scnRNAs), Repeat-associated small interfering RNAs (rasiRNAs), Piwi-
interacting RNAs (piRNAs), y miRNAs (Tabla 1). La biogénesis de estos pequeiios
RNAs es en mayor parte dependiente de la enzima RNasa III Dicer, exceptuando los
rasiRNAs y los piRNAs, que parecen formarse independientemente de Dicer. En
mamiferos encontramos los siRNAs y los miRNAs .También los piRNAs, pero estos
son de expresion exclusiva de la linea germinal.

Por su tamaio y estructura quimica los miRNAs son como los siRNAs. Como podemos
ver en la figura § estas dos clases de RNAs no codificantes derivan de distintos tipos de
precursores inmediatos: largas (cientos o miles de bases) moléculas de doble cadena en

el caso de los siRNAs, y cortos (60-80 nucledtidos) pre-miRNA stem-loops en el caso
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de los miRNAs. Sin embargo, la produccion y funcion de estos pequefios RNAs tiene
factores en comun como las endonucleasas como Dicer, las cuales cortan de forma
especifica dsRNA, y las proteinas de union a RNAs pequefios de la familia de los
Argonautas, los cuales dirigen a las moléculas diana hacia el complejo RISC.

Por otro lado los siRNAs reconocen y se unen a su mRNA diana con una
complementariedad perfecta, mientras que los miRNA suelen unirse de forma no tan
complementaria, con algunos nucleétidos desemparejados, y como se ha explicado,
dependiendo de la complementariedad tendran un mecanismo de acciéon u otro. De
forma mayoritaria en mamiferos, el siRNA provoca la degradacion del mRNA, mientras
que el miRNA suele actuar inhibiendo la traduccion. Se ha descrito ademas, que los
siRNAs pueden tener un papel en la regulacion de la estructura de la cromatina, por

union directa al DNA*** (Figura 8).

Clase Descripcion Ta(rrrllgno Especie Modo de accién
siRNA Small interfering  ~20-24 Mamiferos, Complementariedad perfecta
RNA At, Dm, con su mRNA diana. Se puede
Sp, Ce unir a cualquier parte del
mensajero. Provoca la
degradacion del mRNA.
miRNA MicroRNA ~20-24 Mamiferos, Ver: Mecanismos de accion de
At, Dm, los miRNAs.
Sp, Ce
tasiRNA  Trans-acting ~24 At, Dm, Sp  Actian como los siRNA
siRNA degradando mRNA. Pero
actan en trans, actuando sobre
mRNAs de otros genes de los
que son derivados.
tncRNA  Tiny non-coding  ~20-21 Ce Como los tasiRNA. Pueden
RNA también facilitar la supresion
traduccional.
scnRNA  Small scan RNA  ~28 Tt Actlian en eliminacion de DNA.
rasiRNA  Repeat- ~24-29 At, Dm, Provocan silenciamiento
associated small Sp, Ce transcripcional via
interfering RNA remodelacion de la cromatina.
piRNA Piwi-interacting  ~26-31 Mamiferos  Se expresan de forma especifica
RNA en la linea germinal, con

funcién en la gametogénesis.
Tabla 1. RNAs pequefios identificados en mamiferos o en otras especies.

La biogénesis de estos pequefios RNAs es en mayor parte dependiente de la enzima
RNasa III Dicer, excepto para los RasiRNAs y piRNAs que parecen formarse de forma
independiente de Dicer. At, A. thaliana; Dm, D. melanogaster; Sp, S. pombe; Ce, C.

elegans; Tt, T. thermophila.
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P-bodies
Figura 8. Diferencias en la biogénesis y actuacion entre miRNAs y siRNAs
(Shivdasani RA. 2006).
Los siRNAs (izquierda) derivan de largas moléculas de dsRNA endogeno. El
procesamiento de estas moléculas de dsRNA precursoras puede generar muchos
siRNAs diferentes de ambas cadenas. Por otro lado (derecha), el procesamiento de las
cortas cadenas en horquilla de los pre-miRNAs produce una molécula de miRNA de
cadena sencilla de uno de los brazos del precursor. Ambas moléculas acaban

produciendo el silenciamiento de la expresion de un gen.
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Identificacion de las dianas de los miRNAs

Cada miRNA puede tener muchos mRNAs diana y cada mRNA puede estar regulado
por mas de un miRNA. Debido a que la identificacion experimental de dianas de los
miRNAs es dificil, ha habido un aumento en la prediccion bioinformdtica de dianas. Los
primeros resultados de estas predicciones fueron muy diversos, aunque los ultimos
analisis sugieren que por lo menos una cierta clase de dianas conservadas de miRNAs
pueden ser predichas con cierta seguridad y esta clase abarca el 30% o mas de todos los
genes humanos, cuando consideramos unas 60 familias conservadas de miRNAs de
vertebrados”’.

En el 2003 empezo la primera ronda de prediccion de dianas de miRNAs, descubriendo
por via bioinformatica que el miRNA bantam de la mosca, regula negativamente el gen
proapoptético hid*. Otros grupos empezaron también a publicar predicciones de dianas
de miRNAs en D. melanogaster y en vertebrados. Estas primeras predicciones se
basaron en un pequefio conjunto de sitios de uniéon del miRNA que se veia en las dianas
validadas experimentalmente, todos ellos localizados en la region UTR 3’. Los
programas de prediccion iniciales evaluaban el grado de complementariedad con el
mRNA diana y la energia libre predicha del complejo mRNA/miRNA.

Una de las contribuciones mas importantes para el reconocimiento de nuevas dianas fue
el descubrimiento de secuencias cortas de unos 6-8pb consecutivas en el miRNA que se

: . : . 1,45, 46
unian al mRNA diana con una complementariedad Watson-Crick™

perfecta. Estas
zonas de union suelen encontrarse en la region 5’ del miRNA, y se las conoce con el
nombre de semilla (seed sequence).

A pesar de que todos estos métodos tienen unas bases en comun, pequeias diferencias
en los algoritmos de prediccidon provocan gran diversidad de resultados en la prediccion
de dianas. A parte de las diferencias en los algoritmos es importante tener en cuenta que
no es sencillo definir la region UTR 3’ de un gen. En este sentido, diferentes bases de
datos pueden diferir de forma considerable y también pueden no tener en cuenta a
menudo las isoformas especificas de tejido. Otro problema, era como incorporar en las
predicciones la longitud de la secuencia UTR 3’ en la puntuacién que se le asigna a un
sitio diana, ya que si una region UTR 3’ es muy larga, no es sorprendente encontrar
sitios de unién que sean por casualidad, inespecificos. Ademas, no se sabe si un sitio
localizado en una region UTR 3’ corta tendra mayor o menor eficacia en la represion de

la diana que un sitio localizado en una region UTR 3’ larga. Finalmente, el contenido
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nucleotidico de una region UTR 3’ es muy variado, cosa que tendrad que tenerse también
en cuenta en la busqueda de dianas. Casi todos los algoritmos usan sitios diana
conservados evolutivamente, como filtro bioldgico.

Todos estos métodos basados en el andlisis de la secuencia genomica, predicen
crudamente unos pocos cientos de dianas posibles para todos los miRNAs en cada
animal, pero so6lo una pequena fraccion de estos tienen un soporte experimental y el
solapamiento entre los sitios diana predichos por diferentes algoritmos es marginal.

Una nueva generacion de programas de prediccion de dianas emerge en 2005, basados
principalmente en experimentos sistematicos de mutacién de sitios diana®” ** y en un
analisis bioinformdtico mas extenso que afiade las ventajas de las comparaciones de
secuencias entre especies, gracias a la reciente disponibilidad de alineamientos
gendmicos de alta calidad de varios metazoos secuenciados recientemente. Los
experimentos de mutaciones indican que existen por lo menos dos clases de sitios diana
de miRNAs (Figura 9). Una clase de sitios diana del miRNA que muestran una perfecta
complementariedad Watson-Crick en el extremo 5° del miRNA y que no requieren
mayores uniones de bases (Figura 9a). La otra clase tiene uniones imperfectas en la
region 5°, pero lo compensa con uniones adicionales en el extremo 3’ del miRNA
(Figura 9b). El numero de sitios diana estadisticamente detectables en el primer grupo
parece ser de un orden de magnitud mayor que el numero de sitios del segundo grupo.
Ademas, sitios conservados en el primer grupo cubren una fraccion mayor de genes en
vertebrados, moscas y nematodos®” *” *. Se ha propuesto que la incorporacion de la
estructura secundaria de la region UTR 3’ podria ayudar a predecir dianas de miRNAs
biologicamente importantes™. Otro problema es que otros factores de unién al mRNA
pueden estar actuando cambiando la estructura secundaria, como por ejemplo las
proteinas que se unen al mRNA y lo circularizan durante la traduccion.

Actualmente es dificil juzgar cuales de los algoritmos produce la mejor prediccion, y tal
como podemos ver en la tabla 2 tenemos diferentes bases de datos que nos facilitan
dianas predichas de miRNAs en diferentes especies. En una de ellas, Tarbase,
encontramos las dianas que se han validado experimentalmente.

Ha sido ampliamente propuesto que varios miRNAs pueden actuar juntos para regular
un mismo mRNA. Esta idea ha sido corroborada por experimentos in vitro®', asi como
por la observacion de que muchas regiones UTR 3’ presentan sitios de unién para
diferentes miRNAs*"" %2 Se ha observado también en varios casos que multiples sitios

de unién para el mismo miRNA provocan un aumento de la represion y esto ha sido
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incorporado en algunos de los algoritmos de prediccion. A pesar de todo esto no esta
muy claro si diferentes miRNAs actian in vivo de forma sinérgica, aunque hay
evidencias in vitro de que diferentes miRNAs coexpresados pueden regular el gen
murino Mtpn de forma dependiente de concentracion™. Analisis computacionales han
mostrado que multiples sitios de union para diferentes miRNAs de la mosca en la
misma region UTR 3’ estan distribuidos de forma diferente de lo que se esperaria por
casualidad™.

También podria suceder que la presencia de sitios para diferentes miRNAs en la misma
region UTR 3°, s6lo indicara que el mRNA esta regulado de forma independiente por
los diferentes miRNAs en diferentes tejidos o durante diferentes espacios temporales,
como por ejemplo durante el desarrollo embrionario.

Otros factores que se han ido incluyendo en algunos algoritmos de prediccion son el
grado de conservacion entre especies tanto de la region UTR 3°, como de los posibles
sitios diana de miRNAs que tenga. También se ha estudiado la correlacién de expresion
de miRNAs con la expresion de mRNAs a través de estudios de microarrays. En este
sentido se sabia que los miRNAs podian actuar degradando el mRNA, con lo cudl se
podian realizar analisis antes y después de inhibir la expresion de un determinado
miRNA (knockdown) y seguir como cambiaban los niveles de determinados mRNAs>,
Observaron que no so6lo habia mRNAs que aumentaban al eliminar la expresion del
miRNA especifico, sino que también habia algunos mRNAs que disminuian, debido a
que el miRNA estaba actuando de forma indirecta en la activacion de la expresion de
estos mRNAs. Por lo tanto, estos mRNAs evitaran tener motivos de union en su region
UTR 3’ de este miRNA, de forma que aqui se estaban identificando anti-dianas™, la
identificacion de las cuales es tan importante como la identificacion de las dianas en si.
El otro punto importante es la integracion de las predichas relaciones regulatorias de los
miRNAs en los datos gendémicos funcionales conocidos™. Asi como también de datos
cuantitativos de los niveles de expresion de estos miRNAs en diferentes tejidos o
periodos.

Todos estos ultimos puntos, se han intentado también incluir en algunos algoritmos de
prediccion, de forma que hay una interaccion cada vez mayor entre los datos

experimentales que se van produciendo y los algoritmos de prediccion.
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Figura 9. Dos tipos de sitios de unién del miRNA al mRNA en animales (Rajewsky
N. 2006).

A) Clase 1: el miRNA presenta una union totalmente complementaria segun el
emparejamiento de bases de Watson-Crick entre el extremo 5’ del miRNA vy la region
UTR 3’ del mRNA, mientras que en la secuencia restante la complementariedad es
insignificante. En la figura aparece una porcion de la region UTR 3’ de la miotrofina
murina regulada por miR-375. B) Clase 2: el miRNA presenta una complementariedad
imperfecta de la region 5°, pero una complementariedad perfecta del resto de la
secuencia. En la figura aparece una porciéon de la region UTR 3’ del gen lin-41 de C.

elegans que es regulado por let-7.
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Base de Datos Direccion Web Caracteristicas

MIRBASE http://microrna.sanger.ac.uk/ Secuencias, dianas
y registro
TARGETSCAN http://www.targetscan.org/ Dianas predichas
de miRNAs
TARBASE http://www.diana.pcbi.upenn.edu/tarbase.htmi Dianas validadas
experimentalmente
MIRANDA http://www.microrna.org/ Dianas predichas
miRNAMap http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/ Dianas,
localizacion y
estructura
miRGen http://www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html Organizacion
gendmica y
funcion.
Clusters de
miRNAs.
DIANA- http://diana.pcbi.upenn.edu/ Prediccion de
MicroT dianas de miRNAs
Analyzer
Programas

Anadlisis dianas

David Database http://david.abcc.ncifcrf.gov/ Agrupacién
funcional

Genig http://alggen.lsi.upc.es/recerca/visual/genig/intro-  Agrupacion
genig.html mediante

interacciones
descritas

Tabla 2. Bases de datos de microRNAs humanos y de prediccion de dianas.
También se muestran programas utilizados en el analisis de grandes grupos de

genes, tanto para su agrupacion funcional como de sus interacciones intergenicas.
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Regulacion de la expresion de los miRNAs

El genoma humano contiene mas de 1000 genes que codifican para miRNAs, cosa que
constituye aproximadamente el 1-5% de los genes expresados’’. Estos miRNAs estan
conservados filogenéticamente y a menudo se organizan en tandem o en clusters®. Estas
organizaciones pueden tener una particular importancia en el control de la expresion
génica y en la propia expresion de estos miRNAs, ya que cuando un grupo de miRNAs
de secuencias similares se encuentra agrupado en un cluster, los productos de la
expresion de estos miRNAs se pueden sincronizar para regular un conjunto de mRNA
dianas. Sin embargo, estos clusters pueden contener también miRNAs con diferentes
secuencias, que se dirigiran cada uno hacia sus dianas especificas.

Aproximadamente la mitad de los genes de los miRNAs (52.5%) se encuentran
localizados en o cerca de sitios fragiles, o en regiones genémicas asociadas a cancer .
Estos sitios son preferencialmente zonas de intercambio de cromatina, de
translocaciones, delecciones, amplificaciones o de integraciones de DNAs plasmidicos
y de virus asociados a tumores, los cuales frecuentemente causan la expresion aberrante
de miRNAs durante la patogénesis. Por ejemplo, miR-15a y miR-16a estan
frecuentemente deleccionados y/o infraexpresados en pacientes con Leucemia
linfoblastica cronica (LLC). Estos estdn situados en 13ql4, region que aparece
deleccionada en muchos casos de LLC®. Esto refuerza que la expresién aberrante de
miRNAs en algunos casos viene producida por los defectos intrinsecos que acompafian
al desarrollo del tumor.

Llegados a este punto, cabe preguntarse quien regula la expresion de estas moléculas
reguladoras de muchos de los procesos celulares, y aunque todavia poco se conoce, hay
algunos ejemplos: la via de sefalizacion LIN-12/Notch regula la expresion del gen
MIRN16>’. Esto parece mostrar que la regulacion de la expresion de los miRNAs sigue
el modelo clasico de control de la expresion de los mRNAs. Otro ejemplo, es el caso de
MIRN146 que contiene en su region UTR 5’ tres secuencias consenso de union de
NFkB, cosa que muestra que MIRN146 es un gen dependiente de NFkB. Si estos
ejemplos son casos unicos, o si son el modelo comin que sigue la regulacion de la

expresion de los miRNAs, son preguntas que necesitan todavia ser contestadas.
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Control epigenético de la expresion de miRNAs

Se conocen varios mecanismos por los cuales determinados miRNAs pueden verse
sobreexpresados o infraexpresados. Como acabamos de ver, cualquier mecanismo que
pueda provocar la sobreexpresion o infraexpresion de un gen, como la amplificacion
génica o la deleccion, podra afectar a los niveles de miRNAs.

El hecho de que los mecanismos epigenéticos puedan controlar la expresion de muchos
genes que codifican para proteina y que los miRNAs sean generalmente transcritos por
la Pol II, hace razonable pensar que la epigenética pueda jugar un papel fundamental en
el control de la expresion de los miRNAs. Saito et al®®, mostraron que los mecanismos
epigenéticos, como la metilacion del DNA y las modificaciones de histonas, pueden
afectar a la expresion de miRNAs. En concreto, vieron que miR-127 se veia
remarcablemente sobreexpresado en lineas celulares tumorales después del tratamiento
con 5-Aza-CdR (un potente inhibidor de la metilacion) y 4-phenylbutyic acid (un
inhibidor de las histonas deacetilasas). Estos dos farmacos juntos producen una
reduccion de los niveles de metilacion de la célula y una mayor apertura de la estructura
de la cromatina, induciendo de esta forma la re-expresion de genes que han sido
silenciados epigenéticamente. El descubrimiento de que miR-127, entre otros muchos
miRNAs, podia ser expresado después de la aplicacion de este tratamiento, sugeria que
mecanismos epigenéticos pueden controlar la expresion de miRNAs. Scott et al®',
también mostraron que el tratamiento de la linea celular SKBr3 de cancer de mama con
el inhibidor de histona deacetilasa LAQ824 provocaba un cambio rapido en su patron de
expresion de miRNAs.

Muchos miRNAs estan localizados en los intrones de genes que codifican para
proteinas®. Se cree que estos miRNAs estan coregulados con sus genes huésped®,
aunque es posible que estos miRNAs puedan tener sus propios promotores. El
descubrimiento de que las islas CpG dentro de los intrones puedan actuar como
promotores, sugiere que quizds miRNAs intronicos que tengan islas CpG upstream
dentro del mismo intrén, podrian ser transcritas de sus propios promotores regulados

por metilacion del DNA.
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Embriogénesis y miRNAs

El desarrollo animal requiere el establecimiento de una red espacio-temporal de
expresion génica elevadamente regulada para poder convertir el zigoto totipotente, en
un animal que contenga varios tejidos especializados que funcionan de forma
concertada. La expresion desordenada de los genes envueltos en el desarrollo puede ser
la causa de muchas enfermedades hereditarias, entre las que se incluye el cancer.

La evidencia mas importante sobre si los miRNAs estdn involucrados en el desarrollo
embrionario temprano, viene dada por el estudio de la deficiencia de Dicer en estas
etapas. El resultado de mutar Dicer en embriones de invertebrados y en el pez cebra
indican que los miRNAs son necesarios para un desarrollo embrionario normal *¢’.
Embriones con el enzima Dicer mutado son letales por parada temprana en el
desarrollo,” ya que ocurren anormalidades en la diferenciacion subsiguiente y en el
proceso morfogénico®’. Los primeros estudios que se hicieron para determinar de la
importancia de los miRNAs en el desarrollo embrionario de los mamiferos, empezaron
con la generacion de embriones de raton nulos para Dicer-1®® y Argonauta-2%°. En los
embriones con falta de Dicer se observé letalidad alrededor del dia embrionario 7.5 y
incapacidad para la derivacion de células madre embrionarias. Todo esto indicaba que
los miRNAs son necesarios para el desarrollo embrionario temprano y para el
mantenimiento de las poblaciones de células madre pluripotentes en el embrion.
Estudios de hibridacion in situ también mostraron que Dicer-1 y los miembros de la
familia Argonauta en los dias embrionarios 11.5-14.5 en raton, se expresan de forma
diferente y dinamica’. De forma interesante se observé que los diferentes miembros de
la familia Argonauta se expresaban en regiones preferentemente diferentes, con lo cual
pueden jugar un papel distinto sobre la regulacion de los miRNAs.

Para comprender la necesidad de Dicer y de los miRNAs en el desarrollo tardio, Harfe y
colaboradores’' crearon un alelo condicional de Dicer, al cual se le podia inducir la
deleccion. Utilizando este modelo se comprobo la importancia de Dicer en el desarrollo
de las extremidades’ (Figura 10). MiR-196 y miR-10 son los primeros miRNAs que se
han detectado regulando el desarrollo de las extremidades en mamiferos actuando sobre

los genes Hox'* ™ (Figura 10).
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Figura 10. MiR-10 y miR-196 actuan en la formacion de las extremidades via genes
Hox. (Ay B de Lee CT. et al 2006; C y D de Hornstein E. et al 2005)

A) Esquema donde se muestra la expresion de Hoxb4 en el embrion de ratéon en las
regiones donde no se expresa miR-10 y expresion de Hoxb8 en la region donde no se
expresa miR-196. B) La formacion de extremidad superior o inferior viene controlada
por la via del gen Sonic hedgehog activado por Hoxb8. Dependiendo de la presencia de
miR-196 se desarrollan extremidades superiores (miR-196 bajo) o extremidades
inferiores (miR-196 alto). C) Region UTR 3’ del gen Hoxb8 con la secuencia
complementaria de miR-196 unida. D) Whole mount de la expresion del gen Hoxb8 en
embrion de pez cebra. Vemos expresion de Hoxb8 en la region superior, marcada entre
dos rallas rojas, mientras que no vemos expresion en la parte inferior, entre rayas
verdes. E) Al infectar con RCAS::miR-196 y aumentar los niveles de este miRNA,

vemos que desaparece casi por completo la expresion de Hoxb8.
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También se han realizado estudios de los patrones globales de expresion de miRNAs
por diferentes técnicas, analizando los diferentes estadios de desarrollo embrionario del
raton. Se han analizado embriones enteros de 9.5, 10.5 y 11.5 dias embrionarios™. El
analisis jerarquico de clusters reveld que el patron de miRNAs variaba bastante en los
tres estadios analizados. Vieron ademas un grupo de miRNAs, que incluia a miR-20 y
miR-193, que mostraban una expresion especifica en el dia 10.5, cosa que sugeria que
este grupo de miRNAs podia jugar un papel importante en la transicion embrionaria que
ocurre en el dia embrionario 10.5 del raton.

Se han realizado también estudios de la expresion de miRNAs en células madre
embrionarias de raton y humanas, observandose unos patrones especificos de expresion
de miRNAs en estas células’’. Ademas se han comparado las expresiones relativas de
miRNAs en células madre embrionarias con la expresion en cuerpos embrioides para
deducir las diferencias de expresion. Con esto se ha descrito, un juego de miRNAs
especifico de células madre embrionarias, que no se expresan en los cuerpos
embrioides” .

Utilizando una técnica mas sensible como es la RT-PCR, Strauss et al, estudiaron el
patron de expresion de 248 miRNAs en 13 lineas diferentes de células madre y en sus
correspondientes cuerpos embrioides. También analizaron un panel de tejidos
somaticos. En este trabajo describieron un juego de miRNAs especifico de célula
madre, pero al contrario que en los trabajos anteriores, no vieron un juego de miRNAs
que fuera especifico de células madre y que excluyera a los cuerpos embrioides. Aun
asi, este juego de miRNAs no se observd en ningun tejido somatico, sugiriendo que
podian ser especificos del estadio de preimplantacion del desarrollo. Ningun tipo celular
postimplantacion exhibia una firma de miRNAs similar a la de las células madre
embrionarias. Parece que la expresion de los miRNAs puede ser importante para
comprender la identidad de estas células.

Hasta ahora se habia sugerido que el patrén de expresion de mRNAs durante el
desarrollo estaba restringido, pero no parece coincidir con la expresion vista en la firma
de miRNAs, que no parece estar restringida. Con lo cual parece que hay una interaccién
entre la transcripcion de mRNAs y la de microRNAs esencial para el correcto desarrollo
embrionario.

Hay otros ejemplos claros de como los miRNAs actiian en el desarrollo de estructuras
embrionarias como es el caso del desarrollo neuronal o la diferenciacion de los

musculos esqueléticos y cardiaco.
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78, 79

En el primer caso hay varios estudios, los primeros en C. elegans y los ultimos en

rat0n6’ 78

, en que se muestra la importancia de los miRNAs en el desarrollo y
diferenciacion neuronal. Se vio que las neuronas embrionarias estaban enriquecidas de
miR-124 y miR-128. Por otro lado se vieron que miR-23, miR-26 y miR-29 eran muy
abundantes en astrocitos, y otros como miR-125 y miR-9 eran ubicuos. Esta
distribucion divergente de miRNAs puede contribuir a una localizacion apropiada de la
composicion proteica requerida para muchos tipos especializados de compartimentos
neuronales. MiRNAs neuronales especificos, pueden conducir a las células neuronales
progenitoras hacia diferentes tipos de diferenciacion: la aparicion de la expresion de
miR-124a provoca que la célula neuronal progenitora se diferencie hacia neurona,
mientras que el mantenimiento de la expresion de miR-23 mantiene la célula como
astrocito, aboliendose la expresion de este miRNA en la neurona diferenciada™.

En el segundo caso encontramos 2 miRNAs: miR-1 y miR-133, que s6lo se detectan en
musculo esquelético y cardiaco®’. En el desarrollo embrionario del corazén de raton,
miR-1 aparece fuertemente expresado y tiene como diana a Hand2*. Parece que miR-
133 tiene un papel indirecto en la regulaciéon de la sintesis de miR-1%. Otro miRNA
interesante en el desarrollo del musculo es miR-138, que se observa enriquecido en
mioblasto momentos antes de que los factores requeridos para la diferenciacion
aparezcan, y no se encuentra expresado en células musculares diferenciadas. La
represion de éste durante el desarrollo puede derivar en defectos en la diferenciacion de
los mioblastos®.

Papeles especificos de los miRNAs han sido también caracterizados en la
hematopoyesis, de los cuales hablaremos mas adelante, asi como también en la
organogénesis de la piel y el pulmon’® %5,

En resumen, los microRNAs juegan un papel importante y necesario durante el
desarrollo embrionario y el desarrollo tisular. Asi como también, estdn implicados en
mantener la identidad de las células madre embrionarias y en regular su diferenciacion y
automantenimiento. Estos microRNAs son altamente especificos de tipo celular y de
tejido, de forma que cada linea celular del organismo tiene un patron de expresion

especifico.
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MiRNAs y cancer

La importancia de los miRNAs en cancer viene verificada por el descubrimiento de que
la mayoria de los miRNAs humanos se encuentran localizados en regiones genomicas
asociadas a cancer", y hay una evidencia creciente que sugiere que la expresion
anormal de miRNAs es una caracteristica comun de los procesos neoplasicos®. Ademas
se ha sugerido que los patrones de expresion de miRNAs pueden distinguir canceres
seglin su diagnostico y estadio de desarrollo, de forma mucho més precisa que los
estudios tradicionales de expresion génica™.

Los miRNAs juegan un papel directo en la oncogénesis, ya pudiendo actuar como
oncogenes o bien actuando como genes supresores de tumores. La expresion aberrante
de estos miRNAs se ha asociado con muchos tipos de céanceres, incluyendo tumores
solidos y hematopoyéticos. En algunos casos la expresion aberrante se ha asociado a
alteraciones cromosdmicas, pero en general parece que los mecanismos por los cuales

se ve alterada su expresion permanecen sin aclarar debido a una falta de comprension

total de los mecanismos que regulan la expresion de los miRNAs.

miRNAs en tumores solidos

miRNAs con actividad supresora de tumor

La familia de miRNAs let-7a tiene un papel importante en la patogénesis del cancer de
pulmoén. En este sentido se vio que su expresion estaba reducida en cancer de pulmoén de
célula no pequeiia (NSCLC)” y niveles bajos de let-7 correlacionaban con baja
supervivencia postoperatoria independientemente del estadio clinico. En este mismo
trabajo se observo que la sobreexpresion de let-7 en la linea celular A549 de adenoma
de pulmon inhibia la proliferacion, cosa que indicaba que let-7 actuaba como un gen
supresor de tumor. Analizando posibles genes diana se vio que su funciéon de gen

. , , , O] '« g eq - ., .
supresor de tumor la ejercia via el oncogén RAS™, inhibiendo la expresion del mismo.

miRNAs con actividad oncogénica

Los miRNAs miR-372 y miR-373 tienen funcidén oncogénica en tumores testiculares de
, . 92 . . ., ..
linea germinal humanos™. Estudios funcionales muestran que su funcion oncogénica la

realizan a través de la inhibicion de CDK2, una quinasa dependiente de ciclina mediada
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por p-53. De forma que estos miRNAs activan la proliferacion actuando en la via de p-
53, en un tipo de tumor en que muy raramente se ve alterado p-53, con lo que se permite
la activacion de la proliferacion con p-53 wild-type.

El loci gendomico 13q21 se encuentra a menudo amplificado en neoplasias
hematologicas asi como también en tumores solidos, como glioma, NSCLC, cancer de
vejiga, tumores de cabeza y cuello y en otros tumores’ . La amplificacién de esta region
provoca una sobreexpresion de los miRNAs que componen el cluster miR-17-92: miR-
17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 y miR-92-1. O’Donnell y colaboradores
mostraron que el factor de transcripcion, c-Myc, regulaba la expresion de este cluster’”.
Ademas observaron que 2 miembros del cluster: miR-17-5p y miR-20a, regulaban
negativamente la traduccion de E2F1, un factor de transcripcion regulado por c-Myc y
que actuaba mediando la proliferacion celular. La transcripcion del cluster miR-17-92
no esta s6lo controlada por c-Myc, sino que estd también bajo la influencia del factor de
transcripcion E2F1-3, la traduccién del cual estd regulada por miR-20a"> *°,
sugiriéndose la existencia de una complicada red de conexiones genéticas que controlan
la proliferacion celular.

MiR-21 se encuentra sobreexpresado en numerosos tumores, como en el cancer de

. fae -101
mama, el glioblastoma o el pancreatico’’

. La infraexpresion de este en lineas
celulares de cancer de mama o de glioblastoma mediante un anti-sense para miR-21,
resulta en una disminucion de la proliferacion acompafiada de un aumento en la

- 98, 101
apoptosis™ .

Aparentemente este funciona como oncogén inhibiendo genes
proapoptoticos como PTEN. La sobreexpresion de miR-21 produce una regulacion
negativa de PTEN, provocando una senal de supervivencia mas activa a través de la via
de la quinasa PI-3-Akt, haciendo que las células sean menos susceptibles a entrar en
apoptosis o a parada de ciclo celular. En un tumor tan resistente a la quimioterapia como
el colangiocarcinoma, el tratamiento de las lineas celulares con un inhibidor de miR-21
hace que estas respondan mejor a la gemcitabina, y al contrario cuando a estas lineas se
las transfecta con el precursor de miR-21, se vuelven més resistentes al tratamiento'*.

Otro miRNA en el que se ha detectado variaciones en los niveles de expresion en
tumores solidos, es miR-155 que estd sobreexpresado en algunos linfomas y en
NSCLC'® y que esta infraexpresado en cancer de pancreas'® '™, Otros miRNAs son

miR-143 y miR-145 que estan infraexpresados en cancer colorectal tal como podemos

ver en la tabla 3.
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mMiRNAs
miR-15a, miR-16-1

miR-24-2, miR-195,
miR-203, miR-220,
miR-221, miR-213
miR-7-1, miR-19a,
miR-136, miR-154,
miR-217, miR-218-2
miR-142

Familia let-7

miR-17, miR-18, miR-
19a, miR-20, miR-
19b, miR-92

miR-221, miR-222,
miR-146

BIC/miR-155

miR-26a
miR-143, miR-145

miR-21

Mecanismo de
accion
via BCL2 efecto
antiapoptotico
Desconocido

Desconocido

Activacion de la
expresion de
c-Myc por
translocacion
Suprime la
expresion del
oncogén Ras
Regula
negativamente el
oncogén E2F1
Via KIT

Desconocida

Desconocida
Desconocida

Regula PTEN

Tipo de cancer
LLC

LLC

LLC

LLC agresivo

Cancer de
pulmoén, mama,
uréter y cervix
Linfomas
malignos

Carcinoma
papilar de
tiroides
Linfoma de
Burkitt y de
Hodgkin,
NSCLC.

Cancer de
pancreas.
Canceres
epiteliales
Cancer
colorectal
Glioblastoma y
cancer de mama

Tabla 3. Principales miRNAs relacionados con cancer.

(LLC: Leucemia linfoblastica cronica)
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Expresion de los miRNAs

Deleccionado o
infraexpresado
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mMiRNASs en la hematopoyesis y en neoplasias hematoldgicas

Expresion de miRNAs en la hematopoyesis

El papel de los miRNAs en hematopoyesis ha sido poco estudiado. Chen CZ y
colaboradores®* clonaron 150 miRNAs de médula dsea de raton y encontraron que miR-
181a, miR-223 y miR-142 se expresaban de forma preferencial en tejidos
hematopoyéticos. MiR-181a estaba sobreexpresado en las células de linea B y cuando
se expresaba de forma ectopica, causaba un incremento drastico de la proporcion de
células B. A pesar de que miR-223 y miR-142 estaban mas altamente expresados en las
lineas mieloides, la expresion ectopica de estos dos resultaba en un incremento de la
proporcion de células de linea T (30-50%), pero no de células B o mieloides. Cuando se
analizé la expresion de los mismos miRNAs en células hematopoyéticas humanas, se
vieron unos patrones de expresion un poco diferentes a los observados en raton'®.
Concretamente, miR-150 estaba infraexpresado en respuesta a estimulacion de las
células T por ambos subconjuntos Tyl o T2 mientras que miR-146 estaba

r 106
sobreexpresado solamente en las células Tyl .

7 se observd que miR-221 y miR-222 mostraban niveles de

En la eritropoyesis'
expresion elevados en células progenitoras CD34" derivadas de cordon umbilical
humano. Estos miRNAs se infraexpresaban en respuesta a diferenciacion eritropoyética
de estas células. Mediante andlisis bioinformatico, se propuso que estos miRNAs tenian
como diana al gen KIT y se vio que los niveles de su mRNA se correlacionaban de
forma inversa con los de estos dos miRNAs. Ademads, la expresion ectopica de estos
miRNAs en cultivos eritrocitarios de células CD34" o de lineas celulares de leucemia
eritrocitaria TF1 producia un enlentecimiento en el crecimiento de las mismas y
disminucion de los niveles de la proteina c-kit'"’.

En la diferenciacion mieloide, miR-223 juega un papel importante en la regulacion de la
diferenciacion de los granulocitos, en asociacion con dos factores de transcripcion:
NFIA y CEBPA. Se vio que NFIA y CEBPA compiten por sitios de union en la
secuencia promotora del gen MIRN223 (miR-223). La uniéon de NFIA inhibe la
expresion de MIRN223, mientras que la union de CEBPA lo sobreexpresa. Ademas se

ha demostrado que miR-223 inhibe la traduccion de NFIA, de forma que existe un

. . . ., I 108 , s
feedback negativo que favorece la diferenciacion granulocitica . Ademas, también se
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han observado una serie de miRNAs infraexpresados caracteristicos de la
megacariocitopoyesis: miR-10a, miR-10b, miR-126, miR-17, y miR-20'%.

Un estudio de células madre progenitoras hematopoyéticas CD34" (HSPC) identifico 33
miRNAs que tenian una expresion comun con las células HSPC derivadas tanto de
médula 6sea como de sangre periférica, que incluian: miR-155, miR-181a, miR-221,
miR-222 y miR-223, miR-146 y miR-16-1. Mediante analisis funcionales y
bioinformaticos de los genes diana de estos miRNAs se encontrd que: miR-146, miR-
155 y miR-181 podian actuar previniendo la diferenciacion de las células progenitoras
tempranas hacia estadios mas maduros, mientras que miR-16-1 podia actuar bloqueando
la diferenciacidon hacia estadios tardios en el desarrollo de las HSPC. MiR-221, miR-
222 y miR-223 se propuso que actuaban en el control de los estadios terminales del
desarrollo hematopoyético. Ademas se vio que miR-155 controlaba la diferenciacion
mieloide y eritrocitaria' '’

Aparte del papel que juegan miRNAs especificos, se evalud el papel general de los
miRNAs en la hematopoyesis del raton mediante la deleccion selectiva de Dicer en el
timo en dos momentos diferentes: en un estadio temprano de desarrollo de las células T

U112 En ambos experimentos no se inhibié la

y en un estadio mas avanzado
diferenciacion de las células T, pero se produjo un importante bloqueo en el desarrollo
de los CDS8" periféricos y se redujo el niimero de células CD4", ya que en estas células
se vio aumentada la apoptosis y reducida la proliferacion. A pesar de que Dicer parece
ser esencial para el desarrollo embrionario'”, el papel de los miRNAs en la
determinacion de los estadios avanzados del desarrollo de los linfocitos, permanece

poco claro.
Expresion de miRNAs en leucemias

Los estudios de miRNAs en leucemias se han centrado principalmente en la Leucemia
linfoblastica crénica (LLC). Un estudio de los patrones de expresion de los miRNAs en
38 pacientes mostrd diferencias de expresion asociadas al cariotipo y a la presencia de
mutaciones en ZAP-70 y 1gVy ''*. Ademas, se observd que los niveles de miR-15a y
miR-16-1, que estaban codificados en la region 13ql4 deleccionada en el 65% de los
casos de LLC, estaban infraexpresados en el 75% de los casos portadores de esta
deleccion. Estos miRNAs actuaban sobre BCL2 induciendo apoptosis in vitro, cosa que

sugiere que juegan un papel como genes supresores de tumores en LLC'". Otro estudio
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con 94 pacientes, defini6 una firma de 13 miRNAs con significancia pronostica™.
También se ha observado que miR-29 y miR-181b juegan un papel en LLC a través de
la regulacion del oncogén TCL1, que previamente se habia encontrado relacionado con
un fenotipo agresivo en LLC''°.

En pacientes y lineas celulares de leucemia promielocitica aguda (LPA) tratados con
acido retinoico se observd un patréon de miRNAs en el cual se sobreexpresan
determinados miRNAs: miR-223, miR-15a, miR-15b, let-7a, miR-342 y miR-107; y se
infraexpresa miR-181b'"". También se ha detectado que miR-142 puede aparecer
translocado en LPA, fusionandose su zona promotora con el gen MYC en la

translocacion t(8;17)''®

, siendo este un fenotipo mas agresivo de la enfermedad.

Se ha encontrado un caso de Leucemia linfoblastica aguda que contiene una
translocacion que envuelve la secuencia completa del gen MIRN125b, fusionandolo al
loci IGH'".

En Leucemia mieloide cronica, el cluster miR-17-92 estd sobreexpresado en lineas
celulares y en pacientes. Después de tratarlos con imatinib o RNAi de BCR-ABL, se
produce una disminucion en los niveles de los miembros de este cluster de miRNAs. Se

ha demostrado también que en lineas celulares la sobreexpresion de este cluster provoca

un aumento de la proliferacion'™.
Expresion de miRNAs en linfomas

En el caso de los linfomas, a diferencia de con las leucemias, no ha habido una
identificacion de miRNAs asociados tan importante, sino que mds bien ha habido un
analisis mas focalizado, con dos grandes grupos: el miR-155 y los componentes del
cluster miR-17-92 (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b miR-20a, y miR-92), ambos
con un papel oncogénico importante en la linfomagénesis.

Primeramente van den Berg y colaboradores (2003)'*' observaron que BIC estaba
altamente expresado en un 90% de los casos de Linfoma de Hodgkin, y a raiz de eso
Metzler et al (2004)'** propusieron que la region filogenéticamente conservada de 138
nucleétidos codificada dentro del gen BIC, daba lugar a la secuencia precursora de miR-
155. A continuaciéon se vio que ambos transcritos, BIC y miR-155, se encontraban
sobreexpresados en el linfoma difuso de células B grandes (Difuse large B cell

123

lymphoma) ~°. De forma similar se report6 la sobreexpresion de BIC y de miR-155 en

Linfoma de Hodgkin y en linfomas mediastinicos primarios de célula B (primary
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mediastinal B-cell lymphoma)'** '. Ademas del papel propuesto para miR-155 en la
hematopoyesis, se ha encontrado sobreexpresado también durante la respuesta
inflamatoria en los macréfagos' .

Una amplificaciéon gendémica comun en los linfomas de célula B es la region 13q31.
Esta region contiene la secuencia precursora del cluster miR-17-92, que incluye las
secuencias de 7 miRNAs maduros '*’. Los miRNAs que componen este cluster estaban
sobreexpresados en 4 lineas celulares que contenian esta amplificacion, en comparacion
con 5 lineas celulares que no la contenian. Asimismo se observo que en el 65% de 46
casos de linfomas (13 de los cuales eran DLBCL) sobreexpresaban el cluster. Parece ser
que la sobreexpresion de estos miRNAs es mucho mas comun en las neoplasias
hematologicas de lo que se hubiera esperado inicialmente, observandose en lineas de
células B, en lineas de células T y en lineas celulares mieloides. También se han
observado casos sin la amplificacion 13q31 que sobreexpresan miR-17-92, por lo tanto
otros mecanismos pueden estar actuando en su sobreexpresion'®*. La sobreexpresion de
este cluster en raton acelera el proceso de limfomagénesis'?’, basicamente suprimiendo
la muerte celular, aunque solo incrementa la linfomagénesis cuando se expresan todos
los miRNAs del cluster en conjunto, pero no como miRNAs individuales, teniendo un
efecto cooperativo. Parece que su sobreexpresion viene dada por una unién de MYC™ y
su efecto se produce a través de E2F1, un factor de transcripcidon pro-apoptoético.

En el linfoma difuso de células grandes (DLBCL), el analisis del patron de miRNAs en
lineas celulares y posteriormente en casos de pacientes, mostré que miR-155, miR-21 y
miR-221 estaban sobreexpresados en los casos con el inmunofenotipo ABC en
comparacion con los del inmunofenotipo GCB. Ademas, los niveles de miR-21 servian

de marcador prondstico en este subtipo de linfoma ".

42



Infecciones virales y miRNAs

Los miRNAs tienen varias caracteristicas que los hacen una opcion atractiva para los
virus en la regulacion de la expresion génica. La primera es su tamafio pequeiio, que les
permite estar facilmente codificados en los genomas virales, donde el espacio es algo de
vital importancia. Otra caracteristica importante es que los miRNAs no son
inmunogénicos y tienen la ventaja de ser un mecanismo ubicuo de regulacion en el
propio huésped. Y la ultima caracteristica importante, es que con un miRNA se puede
alterar el patrén de expresion de un gran numero de genes' .

Los miRNAs podrian actuar en la patogénesis viral de diferentes modos: mediante una
regulacion de la expresion de genes virales por miRNAs de la célula huésped, mediante
una regulacion de la expresion de genes virales por miRNAs virales, o por una
regulacion de la expresion de genes del huésped por miRNAs virales. Ademas algunos
virus, de forma particular en plantas y eucariotas inferiores, pueden codificar unos
factores (RNAs y proteinas) que pueden inhibir la via endégena de RNAI.

Desde el descubrimiento de lin-4 mediante andlisis bioinformatico se fueron
descubriendo nuevos miRNAs, y no se tardo mucho en identificar miRNAs producidos
por secuencias codificadas en virus. En 2004 Pfeffer et al'*’, identific6 miRNAs del
virus de Epstein Barr (VEB), también conocido como herpesvirus-4 humano (HHV-4),
un miembro de la familia de los y-herpesvirus que infecta de forma preferente células B.
Estos miRNAs se encontraron agrupados en 2 clusters dentro del genoma de VEB. El
primero y mas grande contenia 14 miRNAs, de BART-1 a BART-14, contenidos en la
zona intrénica BamH1-A. El segundo contenia 3 miRNAs localizados dentro de la
regiones UTR 5° y 3° de BamH1-H "** *!, La funcién de estos miRNAs no est4 todavia
muy clara. El andlisis del genoma humano en busca de posibles sitios diana para los
miRNAs del VEB mostr6 una lista de genes envueltos en la regulacion de la
proliferacion y la apoptosis de las células B, de citoquinas especificas de célula B, de
reguladores transcripcionales, y componentes de vias de sefializacion.

El analisis de lineas celulares con VEB latente mostré unos patrones de expresion
especificos de los miRNAs del VEB. Habia 3 tipos de lineas celulares diferenciadas por
el tipo de latencia del VEB (I-III), en las cuales se observo que los diferentes estadios de
latencia tenian elevados niveles de miRNAs BART en todos los estadios de latencia, asi
como en la infeccion litica. Por otro lado los miRNAs BHRF1 estaban sobreexpresados

en el tipo III de latencia, pero eran casi indetectables en los tipos de latencia I y II'*!. De
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forma interesante uno de los miRNAs del VEB, miR-BART2, podia dirigir la rotura del
mRNA del gen virico BALF5, que codifica la DNA polimerasa viral'**.

Se han identificado miRNAs en otros miembros de la familia de los herpesvirus: 10
miRNAs en el virus asociado a sarcoma de Kaposi (KHSV o HHV-8), 9 miRNAs en
MHV-68-9 en HCMV'**"**_ Se vio que las secuencias de estos miRNAs no estan
conservadas entre los diferentes herpesvirus, cosa que sugiere que los miRNAs
expresados por los diferentes herpesvirus no estan involucrados en funciones
importantes del virus (replicacion viral, expresion de genes virales, etc.). Estos miRNAs
han evolucionado independientemente para permitir que cada virus se adapte a los tipos
celulares especificos en los que el virus persiste. Sin embargo, el analisis de dos
herpesvirus muy cercanos, que infectan tipos celulares muy similares, permitié la

136. 137 T4 conservacion de estos

identificacion de algunos miRNAs conservados
miRNAs reflejaba la similitud en los ambientes celulares de los dos virus.

En la complejidad de las interacciones que se producen entre la célula huésped y el
virus, los miRNAs viricos pueden por un lado estar actuando en la regulacion de
proteinas virales, o por otro lado hay ciertas evidencias de que pueden actuar regulando
genes de la célula huésped. Otra opcion que se puede dar es que miRNAs de la célula
actiien regulando proteinas viricas. La inhibicion de la apoptosis es una estrategia
comun usada por los virus para asegurar su supervivencia. En este sentido se ha
observado que la expresion de un RNA no codificante en HSV-1 se asocia con el
mantenimiento de la latencia viral en células neuronales'**. Este RNA no codificante
contenia un miRNA (miR-LAT), que era lo Gnico que se expresaba en el periodo de
latencia y que actuaba inhibiendo la apoptosis, posiblemente ejerciendo su accion sobre
TGF-fy SMAD3, dos genes de entrada en apoptosis, sobre los cuales puede unirse. La
expresion de estos dos genes se encontraba disminuida en las células infectadas por
HSV-1, ya que el miRNA producia la rotura de estos mRNAs. Esto demuestra que a
través de la interaccion de un miRNA viral con genes de la célula huésped, el virus esta
haciendo escapar a la célula de la entrada en apoptosis y de esta forma manteniendo el
estado de latencia.

Ademas de la actuacion de estos miRNAs del virus sobre genes de la célula huésped,
estos miRNAs también actian regulando la expresion de genes virales. Un ejemplo es el
caso del virus simiano 40 (SV40), en el que se ve que un miRNA propio actia
disminuyendo los productos proteicos de los genes de expresion inicial, para dar paso a

9

13 . .. .,
los genes de segunda fase ”’. Otro mecanismo similar de autorregulacion lo
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encontramos en el caso de miR-BART2 del VEB, el cual es complementario a la region
UTR 3’ del gen BALF5 que codifica para la DNA polimerasa del virus'** '*,

Las relaciones entre los virus y la célula huésped han ido coevolucionando de tal forma
que no solo los miRNAs del virus interaccionan con los genes de la célula huésped, sino
que los miRNAs de la célula en algunos casos interaccionan con los mRNAs viricos. Un
ejemplo, es el caso del virus PFV-1, en el que el miRNA celular miR-32 se une a éste
silenciando la expresion de los genes virales y inhibiendo asi la replicacion virica'*'. Un
caso muy excepcional en que los miRNAs de la célula estan actuando sobre el genoma
viral activando su replicacion y expresion, es el caso del virus de la hepatitis C (HCV) y
el miR-122, miRNA que esta sobreexpresado en las células hepaticas, que es necesario
para la correcta expresion del RNA virico. Este virus no era capaz de replicarse en
células que no expresaran miR-122, y el efecto se revertia al afiadir el miRNA'**.
Todavia hay mucho que estudiar de la estrecha relacion que se produce entre un virus y
su célula huésped, pero esta claro que en la intrincada red que se establece entre ellos,

los miRNAs juegan un papel importante en ambas direcciones.
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MiRNAs y terapia molecular

El hecho de que se haya descrito una desregulacion de la expresion de los miRNAs en
muchos tipos de céanceres y el hecho de que pueda ser un factor comun en otras
enfermedades multigénicas, sugiere que la actuacion sobre los miRNAs pueda abrir
puertas hacia nuevas terapias. T Wurdinger y FF Costa postulan que si el defecto
molecular primario de una enfermedad estd en los miRNAs o en su via, y que como
consecuencia la expresion de determinados mRNAs que codifican para proteinas estd
desregulada, uno podria intervenir, para normalizar o corregir la expresion de miRNAs.
Esto podria resultar en la recuperacién del fenotipo normal de las células desde el estado
de enfermedad o incluso inducir la muerte celular por apoptosis. Por el contrario, en
enfermedades en las que vemos que el problema viene dado por una desregulacion de
los patrones de expresion de mRNAs, pero en que el patréon de miRNAs es
relativamente normal, se podria intentar normalizar utilizando miRNAs naturales o
sintéticos que corrigieran estos defectos de expresion de RNA mensajero. Asi pues, los
miRNAs podrian tener una importante relevancia clinica (Figura 11).

El uso de metodologias de RNAs interferencia para el silenciamiento de genes diana ha
contribuido a los avances en biologia molecular, y actualmente los siRNAs estan siendo
testados en terapia experimental para una gran variedad de enfermedades y unos pocos
estan empezando a entrar en protocolos clinicos. El uso de siRNAs con
complementariedad perfecta al mRNA diana ha revelado problemas como la frecuente
observacion del silenciamiento de genes adicionales, ademas del gen diana. Con los
mecanismos de funcionamiento de los miRNAs en mente, se piensa que estos efectos
son debidos a uniones imperfectas de un siRNA particular con mRNAs que no eran su
diana. Recientemente, se han descrito otros mecanismos que pueden participar, como la
estimulacion de la respuesta de interferon por elevados niveles de siRNAs, entre otros.
Los siRNAs han mostrado ser de utilidad como herramienta para el silenciamiento de
un Unico gen. Sin embargo, en muchas patologias suelen haber envueltos multiples
genes. A pesar de todo, puede ser de ayuda el conocimiento de estos mecanismos, para
enfocar el silenciamiento de multiples genes usando el mecanismo de los miRNAs de
multiple regulacion de dianas, lo cual puede ser utilizado de dos formas diferentes: para
restaurar los niveles normales de miRNAs, ya sea aumentando o disminuyendo los

niveles de determinados miRNAs o para disefiar miRNAs artificiales que tengan la
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potencia de silenciar multiples mRNAs desregulados, utilizando los mecanismos

naturales de los miRNAs.
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Figura 11. Diferentes niveles a los que se podria intervenir terapéuticamente
(Wurdinger T. 2006).

En el tema de la modificacion de los niveles de expresion de miRNAs endogenos
encontramos diferentes estrategias basadas en la administracion de oligonucledtidos
sintéticos antisense, con complementariedad al miRNA maduro endogeno. Estos
oligonucleotidos anti-miRNAs inactivaban especificamente los miRNAs, pero de forma
poco eficaz. Versiones mejoradas de estos contienen en el extremo 5° un grupo 2°-O-
metilo 0o un grupo 2’-O-metoxietilo. Ademas, también se han disefiado eficientes
locked-nucleic-acid antisense oligonucledtidos (LNAs), sondas en las que hay una
mezcla de oligonucle6tidos DNA/LNA que forman fuertes uniones con su RNA
complementario en las células. Estas sondas son muy utiles en estudios de hibridacién

in situ. También encontramos anti-miRNAs conjugados con colesterol, que tienen una
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elevada eficiencia para inhibir la actividad de miRNAs en varios 6rganos cuando se
inyectan en raton, pudiendo tener aplicaciones terapéuticas in vivo.

La sobreexpresion de miRNAs endogenos se puede conseguir a través de sistemas de
expresion que usen sistemas viricos o liposomales para introducirse en la célula. En
estos sistemas la expresion de miRNAs se produce mediante vectores de expresion que
contienen promotores para la polimerasa III. Algunos pueden también utilizar
promotores de polimerasa II, pero en este Gltimo método hay una mayor eficiencia
cuando se expresa el pri-miRNA en lugar del miRNA maduro. También se ha obsevado
que los miRNAs se pueden expresar detras de la region UTR 3’ de un gen reporter, o
como sucede de forma natural, estar codificados en zonas intronicas y transcribirse a la
vez que su gen huésped.

Otra intervencion, es el disefio de miRNAs para disminuir las cantidades de multiples
mRNAs. La regulacion de multiples dianas mediante un miRNA disefiado
artificialmente, que tenga la habilidad de unirse a sitios diana similares en diferentes
mRNAs, no es una cosa sencilla. Actualmente existen programas informdticos que
pueden ser usados para disefiar siRNAs dirigidos a una unica diana, pero es bastante
mas complicado el disefio para multiples dianas a la vez, debido a que se tienen que
tener en cuenta muchos factores, entre ellos las dianas predichas, las homologias entre
mRNAs y miRNAs y juntarlo todo con un esfuerzo empirico, para conseguir disminuir
las cantidades de varios mRNAs a la vez, a partir de un solo miRNA.

Todas estas aproximaciones estan todavia en una fase muy inicial, pero con el desarrollo
de nuevas tecnologias, de nuevos algoritmos y con el avance experimental tan rapido
que se esta produciendo en todo el campo de regulacion génica y en el descubrimiento
de nuevas dianas de estos miRNAs, pronto llegard a ser una herramienta terapéutica

plausible en el tratamiento de multiples enfermedades, entre ellas algunos canceres'*.
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Embriogénesis y cancer

Cronolégicamente el desarrollo prenatal puede dividirse en 3 grandes etapas a lo largo
de los 9 meses de gestacion: la formacion del blastocisto, la del embrion y la del feto. Al
final de esta ultima etapa se producira el nacimiento.

Durante el periodo de formacion del blastocisto, semanas 1* y 2? tras la fecundacion, nos
encontramos en un periodo caracterizado por la division celular, que termina con la
formacion de un blastocisto que se introduce en la mucosa de revestimiento del ttero
durante la implantacion. Este blastocisto consiste en un disco embrionario de dos capas
de células y tres membranas externas: trofoblasto/corion, amnios y saco vitelino.

El desarrollo de la mayoria de los sistemas organicos se produce en la siguiente etapa,
en el desarrollo embrionario principal, entre la 3* y la 8* semana. En esta fase el embrion
adopta ya una apariencia humana. Dado que éste es el periodo mas activo de desarrollo
y diferenciacion del embridn, es también el periodo en que es mas vulnerable a defectos
congeénitos mayores.

El periodo fetal comprende los ultimos 7 meses. En esta etapa tiene lugar el crecimiento
y el desarrollo de los 6rganos ya presentes. En general los defectos congénitos de este
periodo no son tan graves, e incluyen menor tamafio, retraso mental y defectos en ojos,
orejas, dientes y genitales externos.

Para la clasificacion de los embriones existe un indice, el estadio de Carnegie, que
clasifica los embriones, primeras 8 semanas, en 23 estadios dependiendo del grado de
maduracion (Figura 12). Este indice se utiliza desde que el famoso Carnegie Institute de
Washington, empezara a clasificar y coleccionar embriones a inicios de 1900. Esta
clasificacion esta basada en el estudio del desarrollo morfologico externo y/o interno del
embrion y no es directamente dependiente de su edad o tamafio. Embriones que pueden
tener diferentes edades o tamafios pueden ser asignados al mismo estadio de Carnegie
basandose en su morfologia externa, debido a las variaciones que tienen lugar entre

individuos.
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Carnegie Stages of Human Development

Dr Mark Hill, Cell Biology Lab, St ladical Sci 265 (Anatomy), UNSW
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Figura 12. Estadios de desarrollo humano segun Carnegie (Hill M. 2006).

Embriogénesis del colon

La organizacion del sistema gastrointestinal es de las mas simples en el embrion y en
cambio muy compleja en el adulto.

El sistema gastrointestinal en el abdomen se desarrolla primero como un tubo
suspendido mediante dos ldminas, dorsal y ventral: los mesenterios. Los vasos
sanguineos, nervios autonomos, drenaje linfatico y estructura del mesenterio estan todos
organizados de acuerdo con las subdivisiones abdominales del tracto gastrointestinal: el
intestino anterior, el intestino medio y el intestino posterior. Estas relaciones bdasicas
persisten, sin embargo, la anatomia del adulto parece compleja a causa de cuatro
procesos que se producen durante el desarrollo: 1) rotacion de 90° en sentido de las
agujas del reloj del intestino anterior abdominal; 2) desarrollo del omento mayor y del
saco peritoneal menor a partir del mesenterio dorsal del intestino anterior abdominal; 3)
rotacion del intestino medio 270° alrededor de la arteria mesentérica superior, y d)

crecimiento muy notable del intestino medio.
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El sistema digestivo de origen endodérmico, se forma en su inicio por un plegamiento
lateral del endodermo durante la cuarta semana, apareciendo una estructura tubular
conocida con el nombre de tubo digestivo endodérmico primitivo. Este esta delimitado
en su extremo cefélico por la membrana orofaringea y en su extremo caudal por la placa
cloacal. Debido a su intima relacion con el saco vitelino a través del pediculo vitelino,
puede dividirse el intestino en varias porciones: una anterior, una media comunicada
con ¢l, y una posterior como ya hemos dicho. Al final del primer mes pueden
identificarse unos pequefios diverticulos endodérmicos que representan los primordios
de las principales glandulas digestivas. Es importante aclarar que unicamente el tubo
primitivo es endodérmico, ya que en fases posteriores unicamente el revestimiento
interno es endodérmico (la mucosa). El resto de los estratos de la pared intestinal
(submucosa, muscular y serosa) derivan de la esplacnopleura y, por esa razén son
mesodérmicos. Ademas los dos polos del tubo digestivo (el oral y el aboral) estan
formados por el ectodermo.

Tal como podemos ver en la tabla 4, de las diferentes porciones intestinales derivaran
las diferentes estructuras del sistema digestivo en el adulto. Aqui nos centraremos en el

desarrollo del colon, que deriva del intestino medio y del intestino posterior.

Porcion intestinal Derivados adulto
Faringe
Esofago
Estomago
INTESTINO ANTERIOR Parte superior del duodeno

Gléandulas y bolsas faringeas, tracto
respiratorio, higado y vesicula biliar,
pancreas

Parte inferior del duodeno
Yeyuno e ileon

Ciego y apéndice vermiforme
INTESTINO MEDIO Colon ascendente

Mitad craneal del colon transverso

Mitad caudal del colon transverso
Colon descendente

INTESTINO POSTERIOR Recto
Parte superior del canal anal

Tabla 4. Derivados del intestino primitivo.
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El intestino medio estd formado inicialmente por un asa situada frente al cordon
umbilical. El intestino medio forma el intestino delgado y el intestino grueso hasta el
colon descendente. Esta asa intestinal estd unida, mediante el correspondiente
mesenterio, a la pared posterior, y a través de €l recibe la irrigacion a cargo de una rama
de la aorta, la arteria mesentérica superior. El asa del intestino sufre una rotacioén de
180°, en sentido vertical, siendo el eje de giro la arteria mesentérica superior. De esta
forma, la rama inferior del asa se coloca, ahora, por encima. Al comienzo de la rama
distal aparece una zona dilatada, el esbozo del ciego. Todo el tubo intestinal que queda
proximal al primordio del ciego forma el intestino delgado. El crecimiento en longitud
del intestino delgado es mucho mayor que el del intestino grueso, por lo cual se tiene
que plegar formando un gran nimero de asas. Como la cavidad abdominal durante la
primera fase del desarrollo fetal, es pequefia y estd ocupada en su mayor parte por el
higado, una buena parte de estas asas intestinales se alojan, durante cierto tiempo, en el
cordon umbilical, por lo tanto, fuera de la cavidad abdominal. Esto se conoce con el
nombre de hernia umbilical fisiologica.

La rama distal del intestino medio se encarga de formar, primeramente, el ciego, el
apéndice y el colon transverso. Como también tiene lugar un giro a la derecha del asa
del intestino medio, el ciego que se encontraba junto a la pared ventral, se coloca en el
lado derecho de la cavidad abdominal y lo mismo el colon, que continua al ciego, deja
su posicion anteroposterior para hacerse transverso, de ahi su nombre. Posteriormente
crece en longitud el colon transverso, con lo que se acoda su porcion cecal y se extiende
por el lado derecho. De ahi que la posicion definitiva del ciego sea en la fosa iliaca
derecha y la primera porcion del colon corresponda al colon ascendente, situado
también en el lado derecho.

Al crecer considerablemente la longitud del intestino delgado, mucho mas que la pared
posterior del abdomen se establece una desproporcion entre el borde posterior del
mesenterio, que se inserta en la pared posterior del abdomen y el borde anterior que
acaba envolviendo el intestino delgado. Como consecuencia de este crecimiento del
extremo distal del mesenterio, este forma una serie de pliegues, siguiendo las nansas
intestinales. En esos pliegues del mesenterio se encuentran los vasos y los nervios que
desde la pared posterior del abdomen han de alcanzar el intestino. El intestino grueso
tiene lo mismo que el delgado, su correspondiente mesenterio, que aqui se llama

mesocolon.
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Es también aqui que se desarrolla el epiplon mayor, que cac a modo de delantal por
delante del colon transverso, y el epiplon menor que une la curvatura menor del
estomago al higado.

Avanzando el desarrollo, el mesocolon ascendente y descendente disminuye de longitud
hasta el punto de que desaparece como tal, pasando el peritoneo de la pared abdominal
posterior a recubrir las caras laterales y anterior de esos tramos del colon, quedando la
cara posterior desprovista de peritoneo. Esto hace que las posibilidades de
desplazamiento de esas porciones del colon sean nulas. En cambio el colon transverso y
el sigmoideo conservan un amplio mesenterio, por lo que son ampliamente desplazables
y su posicion puede variar.

Del intestino posterior se forman la porciéon distal del colon transverso, el colon
descendente, sigmoideo, el recto y la porcion superior del canal anal. Todos los
derivados del intestino posterior reciben su riego de la arteria mesentérica inferior.

El colon descendente se haya en el lado izquierdo y el intestino posterior vuelve a ganar
la linea media en la porcion sigmoidea distal. La porcion rectal, aunque ligeramente
incursada, se mantiene en el plano sagital. El conducto anal establece la union entre la
fosa anal (originada por una invaginacion del ectodermo) y el recto. En la zona
ectodérmica se desarrolla un esfinter, cuya musculatura no es continuacioén de la capa
muscular del intestino, sino que se desarrolla de la somatopleura.

Periodo

(semanas) Procesos

3 Inicio formacion intestino tubular. Induccion temprana glandulas digestivas.
Mayor parte intestino es tubular. Rotura membrana orofaringea.

5 Expansion y rotacion inicial del estomago; el asa intestinal empieza a formarse;
son patentes el ciego y el conducto biliar.

6 Se completa la rotacion del estomago, asa intestinal prominente; aparecen el
alantoides y el apéndice; el tabique urorectal empieza a dividir la cloaca en recto y
seno urogenital.

7 Herniacidn del asa intestinal; rapido crecimiento del Higado, fusién del
pancreas dorsal y ventral, se completa la separacion de la cloaca.

8 Rotacion en sentido antihorario del asa intestinal herniada; recanalizacion del
intestino; se inicia la penetracion de los precursores de las neuronas
parasimpaticos desde la cresta neural craneal al intestino.

9 Regreso del intestino herniado a la cavidad corporal; comienza la
diferenciacion de tipos epiteliales en el revestimiento intestinal.

11 Aparecen las vellosidades en el intestino delgado; se diferencian las células
caliciformes

16 Las vellosidades revisten todo el intestino (incluido el colon)

20 Se observan las placas de Séller en el intestino delgado.

Tabla 5. Etapas del desarrollo del aparato digestivo.
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Genes implicados en el desarrollo del colon

Durante el desarrollo del colon y del intestino se forman unos gradientes proteicos en
las diferentes porciones, que provocaran el desarrollo especifico de las diferentes
estructuras. Las proteinas involucradas en la formacion de estos gradientes, forman
parte principalmente de la familia de los genes Hox. En el desarrollo del colon actuan
principalmente dos grupos de genes HOX, unos en el componente endodérmico y otros
en el componente mesodérmico del colon, tal como se observa en la figura 13. En
concreto, en el caso de la formacion del colon encontramos a Hoxa-13, Hoxd-13, Hoxb-
9, Hoxd-12, Hoxa-11, Hoxd-11, Hoxc-9, Hoxc-8 o Cdx-1 y 2, entre otros. Encontramos
a genes de la familia Hox de todos los grupos, a, b, c y d.

Ademés de los miembros de la familia de los genes Hox, también juega un papel
importante el gen Sonic hedgehog y los otros miembros de su via de sefializacion.

En los puntos de transicion entre el intestino medio abierto y las regiones anterior y
posterior del intestino que se conocen con el nombre de abertura intestinal anterior y
abertura intestinal posterior, respectivamente, los bordes endodérmicos de estas
aberturas son zonas de expresion de la molécula de senalizacion Sonic hedgehog. En la
abertura posterior, ésta molécula permitird la expresion de otra molécula de
sefalizacion, BMP-4 que a su vez, ésta dard paso a la aparicion de un gradiente de
expresion mesodérmica de los grupos paralogos 9-13 de los genes Hox (del grupo d):
Hoxd9 se expresa en una localizacion mas craneal, mientras que Hoxd13 se encuentra
expresado en la zona mas caudal, cerca de la cloaca. Probablemente, este gradiente tiene
una funcion de guia en la diferenciacion regional del intestino.

Probablemente los miRNAs estaran jugando un papel clave en la formacion de este
gradiente proteico de genes HoOX, tal como ya hemos visto en el desarrollo de las

extremidades.
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- } Expresién endodérmlm]

Hoxa-3 [

Figura 13. Expresion de los genes Hox a lo largo del tubo digestivo en desarrollo
(Carlson BM. Embriologia Humanay biologia del desarrollo 3a Ed 2005 Elsevier).
Expresion en el mesodermo asociado al intestino (izquierda) y en el endodermo

intestinal (derecha). Los circulos representan las areas donde se encuentran los

esfinteres.
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Histologia del colon normal

El tracto digestivo en el adulto comienza en la boca y se extiende hasta el ano. Su
longitud en el hombre es de 10 a 12 metros, siendo seis o siete veces la longitud total
del cuerpo. Tubo digestivo y glandulas anexas, forman el aparato digestivo que
topograficamente estd formado por ocho partes: la boca, la faringe, el eséfago, el
estomago, el intestino delgado, el intestino grueso (o colon), el recto y el ano.

El tubo digestivo procede embriologicamente del endodermo, al igual que el aparato

respiratorio y estd formado por 4 capas concéntricas, que son de dentro para afuera:

1. Capa interna o0 mucosa: en la que se pueden encontrar glandulas secretoras de
moco y HCI, vasos linfaticos y algunos noédulos linfoides. Incluye una capa
muscular interna o muscularis mucosae compuesta de una capa circular
interna y una longitudinal externa de musculo liso.

2. Capa submucosa: esta compuesta basicamente de tejido conectivo. Esta capa
contiene el llamado plexo submucoso de Meissner, que es un componente del
sistema nervioso entérico que controla la motilidad de la mucosa y en menor
grado la de la submucosa, y las actividades secretorias de las glandulas.

3. Capa muscular externa: compuesta, al igual que la muscularis mucosae, por
una capa circular interna y otra longitudinal externa de musculo liso (excepto en
el es6fago, donde hay musculo estriado). Esta capa muscular tiene a su cargo los
movimientos peristalticos que desplazan el contenido de la luz a lo largo del
tubo digestivo. Entre sus dos capas se encuentra otro componente del sistema
nervioso entérico, el plexo mientérico de Auerbach, que regula la actividad de
esta capa.

4. Capa serosa 0 adventicia. Se denomina segun la region del tubo digestivo que

reviste, serosa si es intraperitoneal o adventicia si es retroperitoneal.

Los plexos submucoso y mientérico constituyen el sistema nervioso entérico que se
distribuye a lo largo de todo el tubo digestivo, desde el esdéfago hasta el ano.

El intestino grueso sirve para el proceso de absorcion de agua y electrolitos (las
sustancias nutritivas ya han sido absorbidas en el intestino delgado) y de lugar de
formacién y reservorio de las heces, por lo que en su estructura histologica destaca la

presencia de células epiteliales (absortivas) y glandulas de secrecion de moco (células
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caliciformes). En la mucosa del intestino grueso no encontramos vellosidades,
solamente encontramos criptas y en lugar de las vellosidades aparece una superficie
epitelial plana (Figura 14). La pared muscular es consecuentemente gruesa y capaz de
una potente actividad peristaltica. Al igual que el resto del aparato gastrointestinal la
musculatura propia del intestino grueso consta de dos capas: circular interna y
longitudinal externa, salvo en el recto donde la capa longitudinal forma tres bandas
longitudinales separadas y denominadas teniae coli.

Cuando el organo no estd distendido, la mucosa aparece plegada, aunque sin
vellosidades definidas como las del intestino delgado. Por encima de las valvulas anales
la mucosa forma pliegues longitudinales llamados columnas de Morgagni. La
muscularis mucosae es una caracteristica prominente de la mucosa del intestino grueso,
sus contracciones ritmicas impiden el estancamiento de la secrecion glandular y
facilitan la expulsion del moco. Como se puede apreciar en la figura 14A las células
caliciformes y absortivas se disponen en glandulas o criptas tubulares rectas densamente
agrupadas, que se extienden hasta la muscularis mucosae. En la base de las glandulas
predominan las células caliciformes, mientras que la superficie luminar estd revestida
casi por completo por células cilindricas absortivas. Las células absortivas cilindricas
altas tienen nucleos ovales basales, por el contrario los nucleos de las células
caliciformes son pequeiios y condensados. Las cé¢lulas de reserva de la base substituyen
continuamente al epitelio (Figura 14B). La lamina propia ocupa el espacio entre las
glandulas y en ella existen numerosos vasos sanguineos y linfaticos hacia los cuales
pasa el agua absorbida por difusion pasiva. En la ldmina propia existe también colageno
y linfocitos y células plasmaticas que forman parte del sistema de defensa contra los
patdgenos invasores, junto con los linfocitos intraepiteliales y los agregados linfoides,
que al igual que las Placas de Péller, ocupan la ldmina propia y la submucosa. En el
intestino grueso habitan diversas bacterias comensales que degradan aun mas los
residuos alimenticios. En este se absorben pequenas cantidades de vitaminas
liposolubles procedentes de la actividad bacteriana.

En la tabla 6 podemos ver resumidos los principales marcadores para los diferentes

tipos celulares de epitelio intestinal.
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Figure 14A: Corte histoldgico de intestino grueso donde se pueden apreciar las
diferentes partes: | = glandula intestinal; M = mucosa; S = Submucosa (KU
Medical Center).

Figure 14B: Estructura del intestino grueso (Sancho, Batlle, Clevers 2004).

Las células Madre residen en el suelo de la cripta. La parada en el ciclo celular e inicio
de la diferenciacion se produce cuando los progenitores llegan un poco por encima de la

mitad de la altura de las criptas.
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Marcador

Proliferacion

Ki67
cMyc

NRP-B
CD44
SHH

IHH

Musashi-1
EphB3
EphB2

Math-1
Hes-1
Ngn-3

Diferenciacion

P21wafl1/Cipl
Ephrin-B1

IHH

Carbonic anhidrase 11
Phospho-smad 1/5/8
Villin

Fabpi/FabpL
Alkaline phosphatase
Sucrose isomaltase
Math-1

Muc?2
NeuroD/Beta
Synaptophysyn
Secretin
Serotonin
Lysozyme
Cryptdins
EphB3

Tipo celular

Todas las células que proliferan

Proliferativas- principalmente en las 2/3 partes inferiores
de la cripta

Todas las células proliferativas de la cripta
Todas las células proliferativas de la cripta

En los bolsillos de las vellosidades en intestino delgado
fetal

En los bolsillos de las vellosidades en intestino delgado
fetal

Células madre + células de la base de la columna
Células madre + células de la base de la columna

Gradiente decreciente desde la base a la parte superior de
la cripta

Caliciforme + enteroendocrino + precursores de las paneth
Células proliferativas
Precursores enteroendocrinos

Células en parada de ciclo celular

Gradiente desde la superficie del epitelio a la base de la
cripta

Tercio superior y superficie del epitelio en colon adulto
Tercio superior y superficie del epitelio en colon
Células diferenciadas en las vellosidades

Gradiente en incremento hacia los microvillis desde la
cripta

Enterocitos

Borde de cepillo-enterocitos

Borde de cepillo-enterocitos

Caliciformes maduras, enteroendocrinas y células de
paneth

Células caliciformes
Células enteroendocrinas
Células enteroendocrinas
Células enteroendocrinas
Células enteroendocrinas
Células paneth

Células paneth

Células paneth

Tabla 6. Marcadores conocidos para los diferentes tipos celulares intestinales.
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Cancer colorectal

Probablemente el cancer colorectal es el tipo de cancer en el cual se tiene un mayor
conocimiento sobre los genes que se ven afectados por las mutaciones que aparecen a
causa del proceso tumoral, su funcion en estado normal y el efecto carcinogénico que
tienen al mutarse. La mayoria de las mutaciones son de origen somadtico y aparecen en
el tejido durante el proceso de carcinogénesis. A pesar de eso, en muchos casos puede
tener un origen hereditario, que viene dado por mutaciones que afectan la linea germinal

que predisponen a la aparicion del cancer.

Epidemiologia

El céncer colorectal es el segundo cancer mas comun tanto en términos de incidencia
(13,2%) como de mortalidad (203.000 muertes en el 2004) en Europa144 y la reseccion
quirargica del cancer primario sigue siendo la principal opcion curativa. Sin embargo,
después de una aparente curacion post-cirugia, aproximadamente el 50% de los
pacientes sufren recaida por metéstasis, que en muchos casos acaba produciendo la
muerte del paciente.

Tradicionalmente se ha dividido el céncer colorectal en casos esporadicos y en casos
familiares (hereditarios). La proporcion de los casos familiares se considera que esta
alrededor de un 20-25%.

Los principales factores de riesgo para el cancer colorectal (CRC) son:

e La Edad: a mayor edad mayor riesgo. El 90% de los casos se dan en personas
mayores de 50 afios.

e Ladieta: las dietas altas en grasas y bajas en fibras parecen tener relacion con el
CRC.

e La presencia de polipos: los pdlipos son formaciones anormales benignas en la
pared interna del colon y recto. Son bastante comunes en las personas que tienen
mas de 50 afos. Algunos tipos de pdlipos, llamados adenomas, aumentan el
riesgo de una persona a desarrollar CRC.

e La historia médica personal: los estudios demuestran que las mujeres con una

historia de cancer de ovario y de utero tienen mayor riesgo de desarrollar CRC.
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e La historia médica familiar: los parientes de primer grado (padres, hermanos,
hijos) de una persona que ha padecido céncer colorectal tienen mayor riesgo de
desarrollar este tipo de céancer. El riesgo incrementa conforme aumenta el
numero de miembros de la familia diagnosticados con CRC antes de los 60 afios.

e Haber tenido una colitis ulcerosa o una enfermedad de Crohn: enfermedades

inflamatorias cronicas del colon que aumentan el riesgo de sufrir CRC.

Histopatologia y estadio

La probabilidad de curacion del cancer colorectal después de la cirugia estd
directamente relacionada con el estadio de la enfermedad. El sistema que se utiliza es el
TNM, que describe la expansion del tumor en relacion a las capas de la pared del colon

o recto, los ganglios linfaticos y 6érganos cercanos o alejados (Fig. 15).

Tis Tl T2 T3 N1

hlLlL‘L

Mucosa
Muscularis mucosae I

Subserosa e
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Lymph nodes
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Figura 15. Representacion del sistema TNM de estadiaje en cancer colorectal
(Bustin SA & Mueller R, 2006).

61



De la formula TNM, la categoria T describe la extension del tumor a través de las
diferentes capas que forman la pared del colon o recto. La categoria N indica si hay
deteccion del tumor o no en los ganglios linfaticos mas préximos y, si es asi, cuantos
ganglios linfaticos estan afectados. La categoria M indica si el cancer se ha extendido o
no a otros 6rganos como el higado, pulmones o ganglios linfaticos alejados, es decir si
existe metastasis. Una vez se le ha determinado al paciente el TNM, este nos
45

determinara el estadio de la enfermedad, que nos permitira predecir supervivencia '

(Tabla 7).

Estadio TNM Supervivencia a los 5 afios
I T1,NO,MO o6 T2, NO, MO 93%
ITA T3, NO, MO 85%
1IB T4, NO, MO 72%
IITA T1-2, N1, MO 83%
I1IB T3-4, N1, MO 64%
IIC Cualquier T, N2, MO 44%
v Cualquier T, cualquier N, M1 8%

Tabla 7. Supervivencia a los 5 afios dependiendo del estadio de la enfermedad.

Respecto a la categoria T, hablamos de Tis cuando el cancer esta en su estadio mas
inicial, no ha crecido mas alla de la capa de mucosa inicial del colon o del recto. Este
estadio se conoce también como carcinoma in situ. En la categoria T1, el cancer se
extiende a través de la mucosa y de la muscular mucosa dentro del tejido conectivo de la
submucosa. En T2 el cancer ha crecido a través de la submucosa, y se extiende dentro
de la capa muscular propia. En T3 atraviesa ya la muscular propia llegando a la
subserosa, pero todavia no llega a otros érganos o tejidos vecinos. En T4 el cancer ya se
ha extendido hacia otros organos o tejidos, habiendo atravesado ya la subserosa y

también la capa serosa. Por lo que a la categoria N respecta, hablamos de N1 cuando
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encontramos células tumorales en 1-3 ganglios linfaticos cercanos y de N2 cuando las
encontramos en 4 o mas ganglios linfaticos.

La afectacion de los ganglios linfaticos es el marcador prondstico mas importante para
la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad, aunque hay una
heterogeneidad considerable dentro de cada estadio tumoral '*°: en el estadio I el 10-
15% de los pacientes sufrirdn una recaida, en estadio II este nimero aumenta a un 25%
y a un 65% en los pacientes de estadio IIT'*" ' A un porcentaje significativo de
pacientes NO les fallara el tratamiento y moriran por diseminacion de la enfermedad.

La clasificacién exacta de los pacientes con un estadio determinado en un grupo
pronostico u otro es de gran importancia debido a la aparicion de quimioterapias
adyuvantes mas efectivas, que se administran después del proceso quirurgico de
extraccion del tumor. La administracion de quimioterapia adyuvante post-cirugia ha
llegado a ser un estandar para todos los pacientes de estadio III (N1 o N2) produciendo
una reduccion del 30-40% en la recaida y en la mortalidad de éstos respecto a los
tratados Gnicamente con cirugia '**'*°. Evidencias recientes, no apoyan la aplicacion de
la quimioterapia adyuvante en pacientes con tumores de estadio II (NO), a pesar de que
las caracteristicas morfologicas parecen identificar a un grupo de alto riesgo dentro de
los pacientes de estadio II, los cuales tienen un desarrollo de la enfermedad similar a los
pacientes de estadio III"*".

En resumen, a pesar de que la histopatologia nos permite clasificar en estadios a los
pacientes, esta no permite identificar de forma precisa pacientes concretos con mayor
riesgo de fallo en el tratamiento. Esto se cree que es debido a la existencia de
enfermedad oculta submicroscopica, que es capaz de evadir al sistema inmune,
invadiendo los canales vasculares y que acaba desarrollindose en una neoplasia

Lo 152
macroscopica .

Cancer de colon hereditario

De todos los pacientes con cancer colorectal, un 20% presentan un riesgo familiar,
mientras que un 5-10% lo heredan de forma autosémica'>. Las formas hereditarias de
cancer colorectal se pueden dividir en 2 categorias basandonos en la presencia de
poliposis, dos ejemplos de las cuales son la poliposis adenomatosa familiar y el cancer

colorectal hereditario no poliposo.
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Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

Esta se caracteriza por la aparicion de 100-2500 adenomas en el la zona colorectal.
Suelen aparecer en el final de la infancia o en la adolescencia y de forma inevitable, si
no se tratan, estos adenomas derivaran hacia adenocarcinomas en la etapa adulta. La
penetrancia es del 100%.

Estos tumores colorectales presentan de forma caracteristica inestabilidad cromosoémica,
cariotipo aneuploide y tienen mutaciones en importantes genes supresores de tumores y
oncogenes como APC, KRAS y TP53. Son bastante agresivos en términos de
invasibilidad y metastasis. La PAF presenta un tipo de herencia autosomica dominante
causada por mutaciones del gen supresor de tumores APC. La inactivacion de este gen

ocurre también en una gran proporcion de canceres colorectales esporadicos.

Cancer colorectal hereditario no polipdsico (Sindrome de Lynch)

Este es un sindrome autosomico dominante que predispone a multiples cénceres
primarios sin una poliposis intestinal. Es de localizacién predominante en el colon-recto
proximal y presentan unas caracteristicas patologicas especificas **. La edad media de
aparicion es de 40-45 afos.

La principal caracteristica de estos tumores es la inestabilidad de microsatélites'>. Los
microsatélites son pequefias regiones gendémicas donde pequefias secuencias de DNA o
nucledtidos Unicos se repiten. Durante la replicacion del DNA las mutaciones aparecen
en estas regiones, produciendo un alargamiento o acortamiento de las mismas. Estudios
familiares han permitido identificar mutaciones en 5 genes diferentes de reparacion del
DNA de la via mismatch: MSH2, MLH1, MSH6, PMS1, PMS2"°*'®’. Mutaciones en
MLH1 y MSH2 aparecen en el 90% de las mutaciones encontradas en estos tumores.
Mutaciones causadas por inestabilidad de microsatélites se han identificado en los genes
CTNNB1, en TGFBR2 y en el gen proapoptdtico BAX'®'. También pueden aparecer

. . . o . o 162
mutaciones en APC como consecuencia de la inestabilidad de microsatélites ~~-.

Hamartomatous polyposis syndromes

Se caracteriza por un crecimiento anormal de tejido normal, que suele incluir

componentes mesenquimaticos, aunque elementos endodérmicos o ectodérmicos
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pueden también estar incluidos '®. Ejemplos tipicos de este sindrome son el sindrome
juvenil de poliposis (JPS) y el sindrome de Peutz-Jeghers, los cuales se asocian a un
incremento del riesgo de aparicion de neoplasias intestinales y no intestinales. El JPS se
asocia con mutaciones del gen SMAD-4 ' y del gen BMP1A ', Aproximadamente el
80% de las familias con el sindrome de Peutz-Jeghers son portadoras de alteraciones

germinales en el gen LKB1/STK11 '%°.

Cancer de colon esporadico

Aproximadamente el 50% de la poblacion occidental desarrolla un adenoma alrededor
de los 70 afios, por lo cual el riesgo de cancer colorectal esporadico estd alrededor del
50, 167

Se ha observado que existen diferentes estadios en la progresion de la enfermedad
(desde las lesiones benignas iniciales, hasta el tumor totalmente metastatico) con
diferentes alteraciones genéticas presentes en los diferentes estadios'®®. Existe un
modelo que propone que el tumor colorectal se origina como resultado de la activacion
mutacional de oncogenes junto con la inactivacion de genes supresores de tumores.
Ademas propone que son necesarias mutaciones en diferentes genes y que éstas ocurren
en una secuencia preferencial, de forma que la acumulacion de cambios y el orden
cronoldgico en que se producen, determina las propiedades biologicas del tumor.
Debido a la aparicion de las diferentes mutaciones, se progresa desde un adenoma
inicial a un carcinoma.

En la secuencia que va de Adenoma a Carcinoma, la lesion mas pequefia identificable es
la Aberrant crypt focus (ACF). Estas son pequefas lesiones con caracteristicas
histolégicas variables que van de la hiperplasia a la displasia'®. Se han descrito dos
tipos de ACF: el mas comun estd asociado con una cripta hipercelular o hiperplastica
que se desarrollara en un carcinoma maligno y el segundo tipo, el ACF displasico,
aparece normalmente en mucosa de colon asociada a carcinoma. En el caso de los de
tipo displasico la mayoria tienen mutaciones de APC, mientras que los hiperplasicos

aparecen por mutaciones de K-RAS '"° (Figura 16).
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Figura 16. Secuencia de aparicion de mutaciones e histologia en la progresion del
cancer colorectal (Fearon ER & Jones PA, 1992).
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Dos modelos diferentes se han propuesto para explicar el origen y crecimiento de las
ACEF displasicas o los polipos de una unica cripta:
= Vogelstein y colaboradores sugirieron que las células con mutaciones en APC
localizadas en la superficie del epitelio del colon, se distribuian lateralmente y
hacia abajo para formar nuevas criptas '’
=  Wright y colaboradores propusieron recientemente otro modelo, donde los

. . 172
adenomas de una sola cripta crecian de forma desmesurada " "~.

La expansion de los ACF displésicos acaba dando lugar a grandes adenomas de varios
centimetros. Estos adenomas pueden crecer como estructuras polipoides o no. Una gran
proporcion de adenomas de >1cm tienen mutaciones de activacion en el oncogén RAS o
mutaciones complementarias en B-RAF. Ademas la adquisicion de mutaciones de
inactivacion en la via de sefializacion de TGF-£ (principalmente en SMAD-4, pero
también en TGFBR2) confiere caracteristicas malignas adicionales en las células del
adenoma.

En un estadio avanzado, ¢l Adenoma progresa hacia un Carcinoma in situ, donde las
células tumorales presentan caracteristicas malignas como patrones cribiformes,
presencia de células atipicas, desmoplasia, y en el caso de los adenomas polipoides
invasion de la base de la pared del colon. En el 50% de los tumores tenemos una
inactivacion del gen TP53 '”, lo cual provoca la aparicion de alteraciones genéticas
adicionales como consecuencia de dafios en el DNA e inestabilidad genética. Aqui se
utiliza el estadiaje por TNM para clasificar los diferentes carcinomas colorectales.

La progresion del cancer colorectal puede comprenderse en términos darwinianos de
evolucion ', ya que los tumores colorectales se desarrollan pasando por toda una serie
de puntos restrictivos, en los cuales solamente aquellas células que adquieren las
mutaciones correctas se consiguen expandir. En todo este proceso, la inestabilidad
genomica provee de un continuo conjunto de mutaciones que permiten la rapida

adaptacion del tumor.
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Vias de Sefalizaciéon involucradas en el desarrollo intestinal y el
cancer

WNT

La cascada regulatoria de la via WNT es un importante elemento regulador de las células
madre y en muchos tejidos la activacion de esta via estd relacionada con algunos
tumores. La via de WNT esta totalmente involucrada en el mantenimiento y crecimiento
de las células madre y cancerosas intestinales.

En ausencia de Wnt, la casina quinasa-1 y GSK3-f, ambas residentes en el complejo
proteico APC, provocan la fosforilacion de la P-catenina, cosa que provoca su
ubicuitinizacidn y rapida destruccion por el proteosoma. La unién de Wnt a su receptor
bloquea la actividad quinasa intrinseca del complejo APC, provocando una acumulacion
de B-catenina en la célula que se transloca hacia el nicleo donde se unira a proteinas de
union al DNA de la familia TCF/LEF, activando la transcripcion de una serie de genes

175 (Figura 17).
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Figura 17. Via de sefializacion de WNT (Reya T. & Clevers H. 2005).

A) Via de senalizaciéon de WNT; y B) La via de sefalizacion de WNT participa en la
proliferaciéon y renovacion de las células madre (azul oscuro) o de los progenitores (azul
claro) durante el desarrollo de varios tejidos. El descontrol de la sefializacion de WNT
(flecha roja) dirige hacia una renovacion constitutiva y aberrante de las células madre,

pudiendo dirigir hacia la formacién de tejido canceroso (células en rojo).
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Multiples estudios genéticos han implicado a la via de WNT en la proliferacion de las
células progenitoras del epitelio intestinal '*'"®. Las células proliferativas del fondo de
las criptas del intestino delgado y del colon acumulan B-catenina nuclear (Figura 17).
Mutaciones activadoras de la via de WNT pueden llevar a la formacion de un cancer
colorectal en humanos. Ademas mutaciones en TCF4 (miembro de la familia TCF/LEF
de expresion intestinal) inducen perdida de los compartimientos proliferativos en el
intestino delgado'””. También se ha observado que la inhibicién de la actividad beta-
catenina/TCF4 en células CRC produce el cambio de un fenotipo en forma de cripta a
un fenotipo diferenciado de vellosidad epitelial'* '®'.

En las primeras fases de la carcinogénesis del CRC las mutaciones en el gen APC

eliminan la capacidad de disminuir los niveles citoplasmaticos de B-cateninalgz’ 183

1 .
85. Mutaciones en otros

esto inhibe la actividad transcripcional de TCF4'**
componentes de la via de WNT también pueden conllevar esta inactivacion inapropiada
de TCF4. Parece ser que las células de CRC comparten el tipo de actividad [-
catenina/TCF4 con las células normales proliferantes de las criptas'®'. Las células de

adenoma representan la transformacion de las células progenitoras de la cripta.

TGF-S

La superfamilia de factores de crecimiento TGF-£ regula procesos muy diversos que

incluyen desarrollo embrionario, angiogénesis, proliferacion y diferenciacion celular '.
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Esta familia comprende las proteinas TGF-f, las proteinas BMP (Bone morphogenetic
proteins) y las activinas. Los mensajeros intracelulares de esta via de sefializacion son
las proteinas SMAD, entre ellas SMAD-4. Estos complejos proteicos podran
translocarse al nticleo donde actuaran regulando la transcripcion génica de determinado
genes especificos.

En la secuencia de la carcinogénesis colorectal, mutaciones inactivadoras de los
componentes de la via de sefalizacion TGF-£ han sido identificadas en la transicion

168

adenoma-carcinoma . Las mutaciones mas comunes inactivan el receptor TGF-f3 1l

(TGFBR2). También de forma frecuente se encuentran mutaciones en SMAD-2 y
SMAD-4 87 188

El analisis de mutaciones en modelos animales de los diferentes componentes de la via,
sugiere que la falta de sefial de la via de TGF- en el microambiente del intestino,

facilmente contribuye a la progresion de lesiones preexistentes iniciales.

K-RAS/B-RAF

Tres genes RAS (H-RAS, K-RAS, y N-RAS) codifican para una molécula de 21 kDa que
trabaja controlando los intercambios GDP/GTP. La transducciéon de seiales en esta via
por debajo de RAS viene dada por diferentes proteinas efectoras, pero la via clasica esta
formada por tres quinasas conservadas evolutivamente: RAF, MEK y MAPK. La
activacion de RAS por union de GTP provoca la formacion de un complejo RAS-RAF,
que se transloca a la membrana donde RAF es activado. RAF activo fosforila y activa
MEK1 y MEK2, los cuales activan a las MAPKSs p42 y p44, éstas una vez activadas se
translocan al ntcleo donde fosforilardn un conjunto de factores de transcripcion. La
activacion de la via de RAS-RAF-MAPK generalmente promueve crecimiento celular y
supervivencia'*” '*°.

Mutaciones de activacion en K-RAS son encontradas en 1/3 de todos los cénceres
humanos, y en CRC la frecuencia varia entre un 38% y un 50%'"'. Las mutaciones
activadoras en K-RAS y B-RAF se detectan en adenomas grandes y carcinomas (>

192,193

lem) , cosa que implica que la via de RAS-RAF-MAPK juega mas bien un papel en

la progresion maligna, que no en la iniciacidén tumoral.
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LKB

Aproximadamente el 80% de las familias con sindrome de Peutz-Jeghers tienen
mutaciones germinales de inactivacion en LKB1, hecho que define a LKB1 como un gen
supresor de tumores. Esta proteina estd implicada en una gran variedad de procesos
celulares, que incluyen el control de la parada de ciclo celular, la apoptosis mediada por
p53, la senalizacion por Wnt, la sefializacion por TGF-f3, la transformacion inducida por
Ras, y el metabolismo energético'**. Esta proteina requiere de otras dos proteinas para
ser activa: STRAD y MO25. STRAD es una pseudoquinasa que actiia estabilizando,
activando y translocando LKB1 del niicleo al citoplasma'”.

LKBI juega un importante papel en la polarizacion celular, junto con PAR-1. La
activacion de la expresion de LKBI1 inducida por STRAD en las células epiteliales
intestinales, dirige hacia la ejecucion de un programa completo de polarizacion celular,
que incluye la formacién de un borde en cepillo, la relocalizacion de proteinas de union
que rodean este borde en cepillo, y la correcta colocacién de proteinas para definir el
extremo apical y basolateral. Sorprendentemente, LKB1 activada es capaz de inducir
esta polarizacion en una célula aislada '°. La pérdida de la polaridad en células

epiteliales mutadas es el ultimo paso de la transformacion neoplasica (Figura 19).

Notch/bHLH

La via de sefializacion de Notch controla el patron espacial de la célula. Notch codifica
para un receptor proteico transmembrana. Encontramos 4 receptores Notch (Notch 1-4)
y cinco ligandos (Delta-like 1, 3, y 4; Jagged 1 y 2), que son también moléculas
transmembrana. La interaccion del receptor Notch y su ligando resulta en una rotura
proteolitica del receptor, que libera el Notch intracelular domain (NICD), que se
transloca al nucleo donde se unira al factor de transcripcion CSL (CBF1/RBPjk). Este
factor de forma normal actua como represor de la transcripcion, pero al unirse al NICD
se activa de nuevo la transcripcion .

Los 4 linajes de células epiteliales que surgen de las células madre del fondo de las
criptas, se determinan mediante decisiones consecutivas de tipo binario '**, que
probablemente podrian venir controladas por la via de sefializacién de Notch'”. A pesar
de eso, no se han descrito hasta la fecha alteraciones en la via del Notch en los procesos

neoplasicos intestinales.
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eton junctions

PALS-PATJ

Figura 19. Efecto y via de actuacion de LKB1 (Baas AF. et al. 2004).

A y B): Reorganizacion del citoesqueleto de actina después de la activacion de LKB1
mediante STRAD. A) Antes de la activacion de LKBI, la actina esta distribuida de
forma igual por todo el cortex celular. B) Después de la induccion por STRAD, la actina
forma un borde en forma de cepillo del cual los organulos se sitian lejos. C y D)
Induccion de la polarizacion en célula epitelial por la via de las proteinas PAR al recibir
una sefial de polarizacion. C) Antes de la sefial de polarizacion LKB1 permanece en el
nicleo. D) Después de recibir la sefial de polarizacion, se activa LKB1 mediante
STRAD-MO2S5 y se transloca del nucleo al citoplasma. LKBI-STRAD-MO25 fosforila

y activa a PAR1 el cual a su turno fosforila a PAR3, creando sitios de union para PARS.
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Hedgehog

Las proteinas secretadas Hedgehog (HH) acthan a través de tres proteinas
transmembrana diferentes, en las células que responden a las sefiales Hedgehog:
Smoothened (SMO), Patched (PTCH), y Hedgehog-interacting protein (HIP). En
ausencia de los ligandos PTCH bloquea la actividad de SMO, pero una vez se une el
ligando al receptor PTCH, este bloqueo desaparece provocandose la activacion de una
cascada de sefializacion que culmina con la translocacion de miembros de la familia
GLI del citoplasma al nucleo de la célula, activando la expresion de determinados genes

diana en estas células que responden a la sefial de HH 2%,

Figura 20. Actuacion de los receptores Hedgehog.

Los ligdndoos HH actiian como morfogenes durante el desarrollo de varias estructuras,
entre ellas el tracto digestivo, controlando la especificidad celular de manera
dependiente de concentracion.

Aunque parece tener importancia, no se han encontrado mutaciones en miembros de
esta via en el CRC. Sin embargo, en un trabajo realizado por nuestro grupo se pudo
observar una sobreexpresion de Sonic hedgehog en muestras tumorales de pacientes de
CRC, en comparacién con su propio tejido normal®®'. Estos datos indican que Sonic

hedgehog juega un papel importante en el CRC.
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Linfoma de Hodgkin

El linfoma de Hodgkin (LH) es una neoplasia infrecuente del sistema linfatico que se
caracteriza por la presencia de relativamente pocas células tumorales, células de
Hodgkin y de Reed-Sternberg, y por un importante microambiente de células no
neoplasicas.

Mucho se ha investigado y publicado desde que en 1832 el cirujano Thomas Hodgkin,
del londinense Guy’s Hospital, describiera unos cuantos casos de una enfermedad
ganglionar mortal, que afectaba a los ganglios linfaticos y al bazo, y fueran presentados
afios mas tarde ante la Sociedad Inglesa de Cirujanos con el titulo: “On some morbid
appearences of the absorbent glands and spleen”. A finales del siglo XIX y principios
del XX, los doctores Carl Sternberg y Dorothy Reed describieron la histopatologia con
sus células caracteristicas. El origen clonal de estas células, generalmente derivadas de

las células B del centro germinal del ganglio linfatico, se demostré en la década pasada.

Epidemiologia

El linfoma de Hodgkin cldsico (LHc) representa el 20-25% de todos los linfomas
nodales en Europa, siendo uno de los linfomas mds frecuentes en occidente y que a
menudo afecta a jovenes adultos. Cada afio en Espaia se producen unos 1000 casos
nuevos de linfoma de Hodgkin, y en el afio 2002 fallecieron 216 personas por LH como
causa primaria. La proporcioén de la incidencia anual promedia en hombres respecto a
mujeres es de 1,7:1 y la incidencia anual promedio ajustada por edad es de 2-4
casos/100.000 habitantes, manteniéndose constante en los ultimos 15 anos.

Clasicamente se ha descrito que en occidente la distribucion de edad del LH tiene una
forma bimodal, con un pico al comienzo de la edad adulta y el otro en la tercera edad
(Figura 21). El predominio de subtipos histologicos difiere segun la edad: en jovenes
adultos el subtipo predominante es la esclerosis nodular, mientras que los subtipos de

celularidad mixta y rico en linfocitos aumentan con la edad.
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Figura 21. A) Frecuencia del linfoma de Hodgkin clasico en la poblacion respecto a
otros tipos de linfoma (Tzankov A. & Dirnhofer S. 2006) y B) distribucion bimodal
de los casos de LH respecto a la edad (MacMAHON B. 1966).

La distribucion por edad y las diferencias geograficas en la epidemiologia descriptiva
del LHc puede reflejar diferencias en la etiologia y sugiere una estrecha relacion entre
LHc y un agente infeccioso, siendo el VEB el principal sospechoso. Dependiendo del
area geografica, de un 20 a un 100% de los casos de LHc aparecen asociados con el tipo
de infecciéon por VEB A o B, encontrandose la mayor prevalencia documentada en
pacientes inmunocomprometidos, nifios de paises en desarrollo, adultos > 55 afios de
paises del este y pacientes con el subtipo celularidad mixta. Es importante remarcar que
la infeccion por VEB de las células de Hodgkin y Reed Sternberg es clonal, sugiriendo
que su presencia es previa a la transformacion maligna y puede tener un papel en el
proceso de linfomagénesis. Ademas, la proteina LMP-1 del VEB puede inmortalizar
células B. Individuos que en el pasado han sufrido una mononucleosis infecciosa tienen
de 3 a 4 veces aumentado el riesgo de sufrir LHe. Otra de las evidencias que apuntan
hacia la teoria de las causas ambientales en el LHc, principalmente agentes infecciosos,
es la agrupacion en grupos. De todos modos, la interrelacion entre LHc y los agentes
infecciosos es compleja y dependiente de caracteristicas genéticas e inmunologicas.

El riesgo relativo de desarrollar un LHc incrementa: aproximadamente 100 veces en

gemelos monocigoticos, de 10 a 20 veces en pacientes con LLC, 10 veces en individuos
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con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), 7 veces en gemelos <45 afios de
edad, 6 veces en pacientes que han sido sometidos a un transplante halogénico de
medula &sea, asi como también en pacientes con el sindrome autoinmune
linfoproliferativo y en esclerosis multiple. Finalmente, la incidencia de LHc esta
incrementada en nifios inmunodeficientes, particularmente en aquellos con ataxia-
teleagiectasia y con sindromes de Wiskott-Aldrich y Bloom’s. Ademas, considerando el
incremento en incidencia en pacientes con LLC, las evidencias indican, una asociacion

con el pretratamiento con Fludarabina.

Histopatologia

El linfoma de Hodgkin se diferencia de la mayoria de neoplasias malignas por su
especial composicion celular. Se caracteriza por una poblacién tumoral en minoria
rodeada por un importante microambiente formado principalmente por células
inflamatorias. Las células neoplasicas, células de Hodgkin y de Reed-Sternberg (H/RS),
conforman menos del 1% de la celularidad total; mientras que el componente no
neopldsico mas abundante esta constituido por linfocitos, histiocitos, eosinofilos y
células plasmaticas. El paradigma del diagnodstico del linfoma de Hodgkin son las
células gigantes atipicas, las células de H/RS, aunque el LH abarca una gran variedad en
cuanto a manifestaciones morfoldgicas. Por un lado, el LH puede confundirse con
entidades benignas como la hiperplasia folicular, los centros germinales
progresivamente transformados, la variante plasmocelular de la enfermedad de
Castelman y algunas enfermedades granulomatosas. Por otro lado, el LH puede simular
a los linfomas no Hodgkinianos, al carcinoma pobremente diferenciado, al melanoma
maligno o al sarcoma. El diagnostico del LH no es siempre facil, aunque con los
avances en el conocimiento de las lesiones moleculares que acompaian al desarrollo de
los procesos linfoproliferativos y la disposicion de amplios paneles de anticuerpos
monoclonales que funcionan en tejidos procesados rutinariamente, se ha mejorado en su
diagnostico y clasificacion.

La nueva clasificacion de la OMS>%?

para los tumores hematopoyéticos reconoce que el
LH es un verdadero linfoma, distinto en cuanto a sus caracteristicas clinicas y su
respuesta al tratamiento de los procesos linfoproliferativos malignos denominados
Linfoma no Hodgkin. Segln la clasificacion de la OMS el LH se divide en dos grandes

categorias: el LHc y el LH de predominio linfocitico nodular (LHPLN) conocido
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también como paragranuloma nodular. El LHc engloba a los subtipos esclerosis nodular
(EN), celularidad mixta (CM), rico en linfocitos (RL) y deplecion linfoide (DL).

Para el diagnostico de LHc la deteccion de las células de H/RS, grandes células
multinucleadas en el caso de las de RS y mononucleadas en el caso de las de Hodgkin,
no es suficiente y es necesario complementarlo con un inmunofenotipo especifico
(CD30+, CDI15+-, BSAP"Vi CD45RA-), con un fondo determinado

complementario.

Subtipos morfoldgicos de linfoma de Hodgkin clasico

Esclerosis nodular

En el LHc tipo esclerosis nodular se observa un patron parcialmente nodular debido a la
presencia de bandas fibrosas de coldgeno junto a areas difusas. En lesiones iniciales, la
fibrosis puede envolver solamente la cépsula del ganglio linfatico. La célula
caracteristica es la variante lacunar de la célula de Reed-Sternberg (Figura 22). Estas
células tienen un nucleo multilobulado, con nucleos pequefios y abundante citoplasma
palido que se retrae en el tejido fijado en formol y produce un espacio vacio (laguna).
Las células lacunares suelen ser abundantes, se observan también células de Reed-
Sternberg, pero estas suelen ser escasas. El componente no neopldsico contiene
linfocitos, histiocitos, células plasmaticas, eosinofilos y neutrédfilos. Es frecuente la
presencia de necrosis, siendo mas numerosas las células neoplasicas alrededor de los
focos necroticos. Dependiendo del nimero y lo atipicas que sean las células neoplésicas,
podemos hablar de esclerosis nodular tipo I o tipo II, aunque este gradiente, como
propuso el grupo britanico “British National Lymphoma Investigation Group”®, ha
sido suprimido por no aportar diferencias al tratamiento y ser de poca importancia

practica®®* 2.

Celularidad mixta
En el LH celularidad mixta el infiltrado es difuso y las células neoplasicas son del tipo
H/RS clasico (Figura 22). Es el subtipo que méas cominmente va acompanado de la

infeccion por VEBX™.
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Tanto el subtipo esclerosis nodular como celularidad mixta, pueden afectar focalmente a
las areas interfoliculares de los ganglios linfaticos y se pueden acompafiar de hiperplasia

folicular con cambios involutivos que simulan enfermedad de Castelman.

Figura 22. A: Esclerosis nodular; B: Celularidad mixta.

LHc rico en linfocitos

El LH rico en linfocitos presenta cierto parecido con el LH de predominio linfocitico
nodular, debido al predominio de linfocitos pequefios en el infiltrado, pero a diferencia
en ¢éste las células neoplésicas eran del tipo H/RS clasico o lacunar. Una proporcion
pequena de estos casos puede tener un patréon de crecimiento vagamente nodular, con
centros germinales en los nodulos y células neoplésicas en el manto de los foliculos y en
las areas interfoliculares. El inmunofenotipo es de gran ayuda para diferenciar ciertos

casos de los de LHPLN.
Deplecion linfoide

En este subtipo las células neoplasicas son numerosas y de aspecto sarcomatoso, siendo

el infiltrado no neoplasico muy escaso.
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Inmunofenotipo

Las células de Hodgkin y de Reed-Sternberg se caracterizan por un inmunofenotipo
variable e inconstante, con una remarcable perdida de antigenos asociados a células B y
expresion de antigenos de otros linajes celulares. Solamente una pequefia proporcion
(20-30%) de las células de H/RS expresan marcadores tipicos de célula B como CD19,
CD20, CD22, y CD79a. Marcadores inapropiados de célula T, células dendriticas y
granulocitos como CD2, CD4, CDS5, CDS8, granzima, CD15 o fascina pueden detectarse
en las células de H/RS. Es importante remarcar, que las células de H/RS no muestran
expresion de CD45RA y del antigeno epitelial de membrana (EMA). Estos marcadores
son importantes ya que permiten diferenciar al LH en el diagnostico de otros tipos de
linfomas. Otros antigenos importantes, que son basicos para la determinacion del
diagnostico de LHc son: CD30 (Ber-H2) y CD15. Ademas, se ha observado que hay
una correlacion entre CD30 y el factor nuclear de supervivencia NF-kB, el cual puede
ser activado in vitro por CD30, indicando la importancia de CD30 en el LHc. La
introduccion de nuevas tecnologias, entre ellas los microarrays, nos han proporcionado
enormes cantidades de informacion sobre el inmunofenotipo de las células de H/RS
(Tabla 8), que se resume de la siguiente manera: el 40% de los casos de LHc expresan
marcadores de superficie de células B en las células de H/RS y aproximadamente un
10% marcadores de células T. Entre estos marcadores podemos destacar a BASP (Pax-
5) que es necesario para el mantenimiento de la identidad de célula B y que se expresa
débilmente en la mayoria de las células de H/RS. Ademas, las células de H/RS no

expresan Oct-2 y BOB.1 y permanecen completamente negativas para PU.1.
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Marcador

Marcador de células B
BSAP

CD19
CD20
CD21

CD22
CD23
CD79a
CD138
Marcador de células T
CD2

CD3

CD4

CD5

CD8
Granzyme

TIA-1

Marcadores de activacion

CD25

CD30

CD40

Marcadores inapropiados de linaje
CDI5

EMA

Fascina

Otros marcadores
ALK1

BCL6

CD43

CD45RA

MUMI1

Vimentina

Expresion Cualitativa/Cuantitativa

Positividad débil / >95 de los casos, >70% de
las H/RS

Positivo / 20% de los casos, <50% de las H/RS
Positivo / 30% de los casos, 40% de las H/RS

Positivo / 10-40% de los casos, 10-60% de las
H/RS

Positivo / 20% de los casos

Positivo / 30% de los casos

Positivo / 10% de los casos, 20% de las H/RS
Positivo / 1% de los casos

Positivo / 4% de los casos, 40% de las H/RS
Positivo / 1% de los casos, 40% de las H/RS
Positivo / 2% de los casos, 40% de las H/RS
Positivo / <1% de los casos, 40% de las H/RS
Positivo / <1% de los casos, 40% de las H/RS

Positivo / 18% de los casos, 10-50% de las
H/RS

Positivo / 10% de los casos

Positivo / casi todos los casos
Positivo / 99% de los casos, >99% de las H/RS
Positivo / 70-100% de los casos

Positivo / >70% de los casos, 5-95% de las
H/RS

Positividad débil en <5% de los casos
Positivo / 100% de los casos

Negativo

Positivo / 10% de los casos, >10% de las H/RS
Negativo

Negativo

Positivo / 100% de los casos, >10% de las
H/RS

Positivo en todas las H/RS

Tabla 8. Marcadores de céelula de Hodgkin/Reed-Sternberg.
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Biologia molecular de las células de Hodgkin y Reed-Sternberg

Debido a la coexpresion aberrante de marcadores de varios linajes celulares, como
granulocitos, linfocitos T y B o células dendriticas, el origen celular de las células de
H/RS ha sido un enigma durante décadas. Por aislamiento de células de H/RS de
secciones de tejidos con LH y su posterior analisis por PCR para amplificar genes de
Inmunoglobulinas (Ig) V reordenadas, se pudo descubrir que las células de H/RS tenian
un origen clonico derivado de células B, en las que se habia producido un

. . : 207-211
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas V"7

. Se observo que la
mayoria de casos de LHc y de LH de predominio linfocitico nodular tenian mutaciones
somaticas de inactivacion y reordenamientos en los genes de las Ig en la region V, cosa
que sugeria un origen en la célula B de centro germinal (CG), ya que hipermutaciones
somaticas de los genes de las Ig tienen lugar de forma especifica en las células B de los
CG. Las células de H/RS presentan una falta de expresion de Ig que se explica por

mutaciones en el gen de las Ig que inactivan parcialmente la transcripcion de Ig?%* 2!

214 Por otro lado, puede ser debida a la ausencia de activadores claves de la
transcripcion de Ig como Oct-2, BOB.1y PU.12"°" Otra causa que se ha encontrado in
Vitro es la inactivacion de la transcripcion por hipermetilacion de la region promotora de

220

las Ig”". De esta manera, las células de H/RS ni producen Ig, ni tienen un receptor de

antigeno de célula B (BCR) funcional. En condiciones normales estas células B de
centro germinal sin un BCR funcional entrarian en apoptosis y serian eliminadas®" **,
pero las células de H/RS desarrollan mecanismos para escapar de la apoptosis™> o bien
son rescatadas por la infeccion del VEB*****° Este escape de la apoptosis representa el
mayor evento oncogénico en el proceso de linfomagénesis en el LH.

En raros casos (~2%) las células de H/RS derivan de células T>** .

A pesar de que las células de H/RS derivan de células B, andlisis de expresion de
microarrays de lineas celulares, muestran que han perdido la expresion de la mayoria de
marcadores de célula B, caracteristica Unica entre los linfomas de célula B**®. Esto
reforzaria la hipotesis de que estas células BCR negativas evitan la entrada en apoptosis
y sobreviven.

Las alteraciones genéticas relacionadas con la patogénesis del LH son todavia bastante
desconocidas. En muchos casos, pero no en todos, muestran alteraciones numéricas de

cromosomas, asi como amplificaciones y delecciones de regiones cromosémicas™ >
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Varias de estas aberraciones cromosomicas son recurrentes, como la ganancia de 2p y
9p, pero la identificacion de los genes relevantes estd todavia pendiente. Se han
identificado alteraciones genéticas que contribuyen a la activacion constitutiva de la via
de NF-kB #'"#* Ademas, en los ultimos afios se ha reportado la expresion aberrante de
multiples proteinas y la activacion de vias de sefalizacion que contribuyen a la
supervivencia de las células de H/RS. En concreto la activacion aberrante: de Notchl,
de multiples receptores Tirosina Quinasas, de las vias de PI3K/AKT y MEK/ERK, y de
los factores de transcripcion NF-kB, STAT y AP-1. La inhibicion experimental de varios
de estos modulos de sefializacion revela la importancia de su activacion constitutiva en
las células de H/RS, para el mantenimiento de su supervivencia y proliferacion (Tabla

9).

Via de sefializacion Efecto propuesto de la activacion
JAK-STAT Induce la proliferacion y promueve
supervivencia.
AP-1 Induce proliferacion.
Notchl Induce proliferacion, inhibe apoptosis y

posiblemente reduce fenotipo de célula B.

MAPK/ERK Induce proliferacion y inhibe apoptosis.
PI3K/AKT Promueve supervivencia.
NF-kB Inhibe apoptosis, induce proliferacion,

recluta células T hacia el linfoma y
promueve diseminacion.
Receptores de Tirosina Quinasas: Induce proliferacion, otros.
PDGFRA, DDR2, EPHBL1, RON, TRKB,
TRKAy MET.

Tabla 9. Vias de sefalizacion, factores de transcripcion activados

constitutivamente en las células de H/RS y efectos propuestos de la activacion.
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Por otro lado, el punto clave es el escape de las células de H/RS de la entrada en
apoptosis, y varias de las vias que estdn activas de forma constitutiva contribuyen a la
supervivencia de estas células, siendo quiza NF-kB, el factor mas importante (Figura
23). Hay dos vias principales de activacion de la apoptosis, una extrinseca a través de un
receptor de membrana como los de la familia del Tumor necrosis factor (TNF) y una
intrinseca que provoca la liberacion de proteinas proapotodticas de la mitocondria.
Ambas vias convergen a nivel de la caspasa 3 y 7, las cuales son activadas por rotura de
su forma inactiva (procaspasa) por la caspasa 9, y provocan la entrada en apoptosis. Las
cé¢lulas de H/RS expresan CD95 (Fas) y otros miembros de la familia de los TNFR
como TNF-R1, TRAIL-R1 y TRAIL-R2 #** ¢, Las células de H/RS también expresan
CDY5 ligando™” **¥ pero aun asi se han mostrado resistentes a la induccion de muerte

celular por esta via en estudios in vitro®’

. En algunos casos, en muy baja frecuencia, se
han encontrado mutaciones en el gen CD95 que causan esta resistencia® " >*’. Cabe
destacar la deteccion de elevados niveles de expresion de la proteina celular inhibitoria
FLICE (c-FLIP) en las células de H/RS*>**!, una proteina que regula negativamente la
entrada en apoptosis via CD95, interfiriendo en la formacion del complejo DISC. El
Knockdown para c-FLIP resulta en una sensibilizacion de las lineas celulares derivadas
de LH a la induccion de muerte celular via CD95, cosa que implica que c-FLIP juega un
papel central en la prevencion de la entrada en apoptosis mediada por CD95 en las
células de H/RS*!-2* (Fig. 23).

Las células de H/RS también muestran malfuncionamiento en la via intrinseca de
apoptosis. La actividad de las caspasas esta modulada por las proteinas inhibidoras de
apoptosis. Las proteinas XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) se unen a las caspasas
3, 7y 9,y inhiben su actividad proteolitica. La sobreexpresion de éstas por diferentes
estimulos provoca la inhibicion de la apoptosis y recientemente se ha detectado su
expresion en lineas celulares de LH y en células de H/RS provenientes de biopsias™®.
La inhibicién de las proteinas XIAP en células de LH, restaura de nuevo la sensibilidad
de las células a la entrada de apoptosis via caspasa 3°*.

La sobreexpresion de c-FLIP en las células de H/RS puede ser debida a la actividad

constitutiva de NF-kB®*, pero la expresion de las proteinas XIAP parece ser

independiente de la activacion de NF-kB**.
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Figura 23. Mecanismos antiapoptoticos en las células de H/RS (Bréauninger A. et al.
2006).

Virus de Epstein Barr y su papel en el linfoma de Hodgkin

El VEB es un herpesvirus de tipo gamma 1 que esta presente en el 90% de la poblacion
adulta mundial. La infeccion ocurre normalmente de forma subclinica en la infancia
temprana, aunque la primoinfeccion clinicamente aparente es la mononucleosis
infecciosa, que generalmente afecta a los individuos que no han tenido contacto con el
VEB hasta la juventud. Su puerta de entrada es la orofaringe (a través de la saliva) y
después de la primoinfeccion los individuos se convierten en portadores de la infeccion
durante toda la vida.

El virus infecta inicialmente las células epiteliales de la orofaringe utilizando para
penetrar en ellas la glicoproteina 350/ 220 de su envoltura que se une al receptor celular
CD21. Con la produccion de nuevos viriones se infectan las células contiguas. Durante
esta fase el VEB infecta a los linfocitos B y prolifera en sangre periférica y ganglios

linfaticos. Después de la infeccion primaria, el VEB permanece presente en una
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pequena poblacion de linfocitos B, en una situacion de relativa inactividad conocida
como infeccion latente. En el ciclo litico se produce replicacion, sintesis proteica y
génesis de nuevos viriones, mientras que en la fase de latencia se producen sélo algunas
proteinas y no se desarrollan viriones. Durante la fase latente se expresan de forma
constante dos RNAs no codificantes, EBER-1 y 2, y las proteinas latentes: los antigenos
nucleares EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C y LP, y las proteinas de membrana celular LMP-1,
2A y 2B. Todas estas proteinas no se expresan a la vez en la misma célula huésped, y
dependiendo de los genes expresados se han descrito 3 tipos diferentes de latencia
(Tabla 10), que se observan en las diferentes lineas celulares y en las diferentes
patologias asociadas al VEB. En el linfoma de Hodgkin encontramos el tipo de latencia
II, con la expresion de EBNA-1, LMP-1, LMP-2A/B y EBERS. Las diferencias entre
los genes que codifican las proteinas EBNA2, 3A y 3C permiten distinguir los dos
subtipos de VEB, denominados VEB 1 y 2.

EBNA-1 EBNA-2 LMP-1 LMP-2 EBERS
Latencia | + - - - +
Latencia Il + - + + +
Latencia Il + + + + +

Tabla 10. Proteinas que se expresan en los diferentes tipos de latencia del VEB.

La persistencia del VEB en la fase de latencia en los linfocitos B infectados o en tejidos,
se ve favorecida por el bajo niimero de proteinas que se sintetizan, lo que reduce las
posibilidades de que sean reconocidas por las células T citotdxicas, con lo que esquivan
la respuesta inmune. Una de las proteinas que se expresan en mayor cantidad es LMP 1,
la cual juega un papel importante ya que es capaz de alterar funciones criticas de la
célula B, como la transcripcion génica, el control del ciclo celular y la regulacion de la
apoptosis. Es mediante esta proteina que el VEB garantiza la supervivencia de la célula
infectada y la suya propia’*.

Aproximadamente en un 40% de los casos de LHc, las células de H/RS estan infectadas
por VEB** El VEB muestra un patrén monoclonal de infeccién y persiste a través del
curso de la enfermedad, cosa que sugiere que juega un papel importante en el proceso
de patogénesis®’. Durante su infecciéon, el VEB en el LHc expresa: EBNA-1 que es

importante para la replicacion del genoma viral, LMP-1 que mimetiza al receptor CD40
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activado que tiene un papel importante en la diferenciacion de los linfocitos B y en la
supervivencia de las células B de centro germinal’® y activa NFkB, y LMP-2a que es
una proteina relacionada con la familia src de las tirosina quinasas que participa en el
control del ciclo litico del VEB y ademas puede reemplazar la funcion del BCR siendo
una sefial de supervivencia esencial para las células B** *°. LMP-2 puede estar
rescatando a las células de CG que tengan mutaciones desventajosas de la apoptosis™ .

A pesar de todo esto, no estd todavia muy claro si el VEB es capaz de rescatar las
células BCR deficientes de la entrada en apoptosis en los CG. Tres estudios abordaron

-7 252-254
esta cuestion®>?

, y observaron que VEB era capaz de rescatar de la entrada en
apoptosis. No obstante, los estudios tenian la limitacién de que el tipo de latencia que
mostraba el VEB en el rescate era el tipo III con la expresion de 9 proteinas, mientras
que en el LH expresa el tipo II con la expresiéon de soélo 3 proteinas. Una de las
explicaciones para este hecho podria ser que en el rescate inicial se expresara la latencia

252 r ’ ,
2. Ademss, las dos proteinas probablemente mas

Il 'y después ésta pasara a II
importantes en el recate de las células B y en el proceso de linfomagénesis, LMP-1 y
LMP-2a, se expresan en los dos tipos de latencia. La supervivencia de las células
deficientes de BCR a través de la infeccion del VEB demuestra el papel central del VEB
en los estadios tempranos de la patogénesis del LH.

Hay también evidencias recientes de que otros virus, como el de la rubéola, pueden estar
también relacionados en la patogénesis del linfoma de Hodgkin, aunque seran

. , . + 255,256
necesarios mas estudios para su confirmacion™> ",
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