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REesumEN

El cancer de Prostata (CaP) es la segunda causa de muerte
debida a neoplasia en paises industrializados. En México, ~40% de los
hombres entre 60 y 69 afios sufren de este padecimiento. A la fecha, el
antigeno prostatico especifico (PSA por sus siglas en inglés) sigue siendo
el unico marcador molecular empleado como indicador en la identificaciéon
y manejo de pacientes con CaP; a pesar de su alta sensibilidad, el PSA
presenta una baja especificidad. Estudios recientes han revelado que es
posible clasificar diferentes tipos de tumor con base en su perfil particular
de microRNAs (miRNAs). El objetivo de este estudio es evaluar la utilidad
potencial de miRNAs en orina como posibles indicadores de la
enfermedad prostatica. Se colectaron 18 muestras de orina provenientes
de pacientes con diagnostico positivo de CaP 6 hiperplasia prostatica
benigna (HPB), obtenidas después de la aplicacion de examen digital
rectal (DRE). Se realiz6 la extraccion de RNA total. La medicién de la
expresion simultanea de 373 miRNAs se llevd a cabo por RT-PCR en
tiempo real. La cuantificacién relativa de miRNAs se determiné mediante
el método comparativo de Ct (2*'), haciendo uso del software
DataAssist™ v 1.0 y las herramientas del paquete Bioconductor. Se
realizé una prueba de t de student ajustada para encontrar diferencias
significativas en la expresién de miRNAs entre el grupo de CaP y el de
HPB. Las diferencias con un valor-p <0.05 se consideraron como
estadisticamente significativas. Después de normalizar los datos de Ct,
Identificamos un grupo de 21 microRNAs diferencialmente expresados,
con un valor-p= 0.05. De este conjunto, hsa-miR-150 y hsa-miR-328 se
encuentran subexpresados y el resto estd sobre-expresado. Un
agrupamiento jerarquico no supervisado muestra que el perfil de 21
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miRNAs seleccionados permite realizar una separacion adecuada entre el
grupo de muestras de CaP y el de HPB. Estos resultados, reflejan el
potencial uso de miRNAs obtenidos de orina como elementos de una
firma molecular particular para CaP.

EripemioLoGiA DEL CANCER DE PROSTATA

El cancer de Préstata (CaP) es el segundo tipo de neoplasia
maligna mas frecuente entre la poblacion masculina. Las cifras mas
recientes indican que 782,600 nuevos casos fueron diagnosticados
durante 2007 y el numero de muertes asociadas a CaP durante ese afno
se estima en 254,000, lo que convierte al CaP en la sexta causa de
muerte por cancer en hombres, a nivel mundial (Garcia et al., 2007). En
México, entre 2006 y 2007, el CaP ocup6 el primer lugar en cuanto a
mayor numero de muertes asociadas a neoplasias malignas (INEGI,
2010). A pesar de los multiples esfuerzos realizados, aun prevalece la
dificultad para diagnosticar el CaP en etapas tempranas, debido a que en
muchas alteraciones no relacionadas al cancer de prdéstata, por ejemplo,
la HPB, se presentan caracteristicas que guardan gran semejanza con
las de las lesiones del CaP (De Marzo et al., 2003). Esto conduce a la
necesidad de realizar monitoreos continuamente a lo largo de la vida de
los pacientes para evaluar el posible desarrollo de CaP. Con el desarrollo
de la tecnologia gendémica los esfuerzos se han concentrado en el estudio
a nivel molecular de factores que estan implicados en la iniciacién y
progresion del cancer en humanos, incluyendo al CaP.

FACTORES DE RIESGO PARA EL CANCER DE PROSTATA

A pesar de la elevada tasa de morbilidad, a la fecha, las causas
exactas que llevan al desarrollo de CaP no han sido elucidadas.
Tradicionalmente, el CaP se ha asociado a factores como la edad
avanzada, la etnicidad y la historia familiar. Sin embargo, se tiene
conocimiento de otros factores putativos de riesgo, entre los que se
encuentran la dieta, el tabaquismo, el sedentarismo y la obesidad.
Aunque cambios en el estilo de vida y prevencién de la exposicion a
contaminantes quimicos parecen ayudar a disminuir la incidencia de la
enfermedad, su papel en la etiologia del CaP no se ha establecido
claramente (Schulz et al., 2003).
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HiSTOLOGIA Y PATOLOGIA DE LA PROSTATA

La prostata es un érgano pequefio de aproximadamente 20g. y
con una longitud aproximada de 3cm. Produce el liquido prostatico,
elemento importante que proporciona soporte nutricional al semen.
Anatémicamente, se distinguen 3 zonas: la zona central, cruzada por los
conductos eyaculadores, que supone un 25% de la glandula; la zona
transicional, que rodea a la uretra posterior con un 5% del volumen
glandular, es en esta zona donde la HPB ocurre casi de manera
exclusiva; y la zona Periférica que ocupa un 70% del volumen glandular.
En la zona periférica se desarrollan el 68% de los casos de cancer. La
zona Periférica es accesible al tacto rectal (Joshua et al., 2008).

Histolégicamente, la préstata consiste de dos tipos celulares
principales: el estroma y el epitelio. El estroma esta compuesto de células
de musculo liso, fibroblastos y células endoteliales. Por otra parte, 4
subtipos celulares componen el epitelio: epitelio basal, epitelio secretor,
células neuroendocrinas y células madre (De Marzo et al., 2003). La
etiologia del CaP es multifactorial y compleja e involucra multiples
alteraciones a nivel molecular. Esta situacion se complica aun mas, ya
que existen condiciones patoldégicas como las prostatitis, la HPB y la
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP); en las que se observa una
alteracién del tamafio y la histologia de la préstata. Aunque se piensa que
las lesiones que caracterizan a la NIP son precursoras del CaP, no hay
evidencia concluyente al respecto. Por otra parte la HPB es un
padecimiento que afecta a mas del 50% de los hombres mayores de 60
afos y su prevalencia aumenta con la edad hasta afectar a casi la
totalidad de los hombres mayores de 80 afios (Oelke and Gravas, 2010;
Roehrborn, 2005). La patogénesis del CaP involucra una interaccion
entre factores ambientales y genéticos. Se estima que estos ultimos
contribuyen en un 42% al riesgo del desarrollo y progreso de la
enfermedad (Rubin and De Marzo, 2004). Aun mas, los estudios mas
recientes indican que los andrégenos tienen un papel importante en el
establecimiento de la enfermedad. Variaciones de genes que participan
en la en la biosintesis y metabolismo de estos andrégenos han sido
asociadas con el desarrollo y progreso del CaP. ElI CaP cursa por
diferentes estadios desde andrégeno dependiente a andrdégeno
independiente o refractaria a terapia hormonal, siendo esta Ultima fase la
mas agresiva y de mal prondstico para el paciente (Pienta and Bradley,
2006)
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Figura 1. Esquema de las zonas de la préstata y su predisposicion a
enfermedades. La mayoria de las lesiones de cancer ocurren en la zona
periférica de la glandula, pocas ocurren en la zona de transicion y casi ninguna en
la zona central. La mayoria de las lesiones de HPB tienen lugar en la zona de
transicion. Los carcinomas en la zona central no estan asociados con la NIP,
mientras que los que ocurren en la zona periférica guardan una relacién con las
NIP de alto grado. Adaptado de Inflammation in prostate carcinogenesis (De
Marzo et al., 2007).

BIOMARCADORES MOLECULARES PARA CANCER DE PROSTATA

La identificacion de marcadores moleculares asociados al CaP,
constituyen un aporte cientifico que ha mejorado la capacidad para
detectar individuos en riesgo de padecer CaP. El marcador mas utilizado
actualmente para el diagnéstico de CaP es el antigeno prostatico
especifico (PSA). El PSA es una glicoproteina que se produce en el
epitelio de la préstata de manera exclusiva y esta presente en pequefias
cantidades en el suero de varones sanos y se acumula con la edad. Sin
embargo, el intervalo de normalidad depende de variables poblacionales
o raciales (Reynolds et al., 2007). A pesar de su alta sensibilidad, la
prueba de niveles en suero de PSA carece de especificidad ya que no
permite establecer una diferencia confiable entre la HPB, el CaP de tipo
agresivo y el no agresivo (You et al., 2010). A nivel genético, el PCA3 ha
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tenido un papel significativo como marcador de diagnéstico no invasivo
en orina. El PCA3 es un mRNA especifico de préstata, probablemente no
codificante, cuya expresion se encuentra anormalmente elevada en CaP,
en comparacion con tejido adyacente no-neoplasico (Bussemakers et al.,
1999). Otro marcador que ha sido reportado como altamente sobre-
expresado en tejido de CaP es el gen que codifica para la proteina alfa
metil CoA racemasa (AMACR) (Rubin et al., 2002). En un estudio reciente
realizado con la finalidad de encontrar genes con expresion elevada en
un conjunto muestras de CaP se identificé a un gen de fusién presente en
el 80% de los casos de CaP y ausente en tejido prostatico benigno. Esta
fusion involucra al gen de respuesta temprana EGR, miembro de la
familia de genes de factores de transcripcion ETS, que se une a le region
5" no traducida (UTR por su siglas en inglés) del gen TMPRSS2. Este
ultimo codifica para una serina proteasa que responde a la sefalizacion
por andrégenos (Tomlins et al., 2008). A pesar del valor diagnéstico que
presentan el mensajero PCA3, el gen AMACR y el gen de fusion EGR-
TMPRSS2, no existe a la fecha un marcador histolégico o molecular que
permita hacer una prediccion temprana del CaP con adecuada exactitud,
en especial, del fenotipo agresivo del mismo.

BiocenEesis be micRoRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias cortas de RNA no
codificantes, de 18 a 22 nucledtidos que se expresan en varios
organismos eucariontes (Bushati and Cohen, 2007). Los primeros
estudios revelaron que la expresion de los miRNAs let-7 y lin-4 influye en
el desarrollo y ciclo celular de Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993) y
que la pérdida de su funcién altera su desarrollo normal. Los miRNAs se
procesan a partir de un precursor primario (pri-miRNA) que puede estar
contenido en diferentes regiones génicas; intronica, exénica, o en una
region no traducida (UTR). La RNA polimerasa Il se encarga de la
transcripcion del pri-miRNA, el cual, al igual que un mRNA, se encuentra
poliadenilado y tienen CAP en el extremo 5 (Cai et al., 2004). Cada pri-
miRNA puede contener uno o mas miRNAs, cada uno dentro de una
secuencia de 60 a 80 nucledtidos que se encuentra plegada sobre si
misma para formar una estructura en forma de horquilla, la cual es
referida como pre-miRNA. Sin embargo, la mayoria de los pri-miRNAs
estan organizados en grupos o “clusters” dentro de una misma regién
cromosomica y presentan patrones de expresion similares, lo que sugiere
que su transcripciéon se realiza en forma de policistrones que estan
regulados bajo un mismo promotor (Kim, 2005). A continuacién, las
horquillas de pre-miRNAs son reconocidas y escindidas dentro del
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nacleo celular por la accién de un complejo microprocesador que incluye
a la enzima Drosha y su elemento asociado DGCRS8. Una vez escindido,
el pre-miRNa en forma de horquilla, contiene un segmento de dos
nucleodtidos en el extremo 3'que es caracteristico del corte producido por
Drosha. Este rasgo permite al factor nuclear de exportacion, conocido
como exportina 5, reconocer al pre-miRNA y transportarlo al citoplasma
en una manera dependiente de RAN guanosina trifosfato, una proteina
nuclear relacionada a Ras (Lund et al., 2004). Una vez en el citoplasma,
otro complejo que incluye a la RNasa tipo lll, Dicer, y a la proteina trans-
activadora de unién a RNA (TRBP), realizar un segundo corte sobre el
pre-miRNA para generar una molécula de RNA de doble cadena de 18 a
24 nucledtidos de longitud, que contiene dos potenciales miRNAs
maduros. Este duplex de RNA se asocia a un complejo proteinico
denominado complejo silenciador inducido por RNA (RISC). Una de las
dos cadenas de RNA es seleccionada por el RISC para actuar como
cadena guia, esta cadena constituye el miRNA maduro (Figura 2). La
cadena restante, también denominada cadena “pasajero” es degradada
por la acciéon de la proteina del complejo RISC, Argonauta 2 (Ago 2). Se
piensa que el RISC selecciona la cadena con menor estabilidad
termodinamica de apareamiento como la cadena guia, al mismo tiempo
que degrada a la cadena pasajero, mas estable. Sin embargo, Ro y
colaboradores muestran evidencia de que ambas cadenas del duplex de
RNA son susceptibles de ser incorporadas al RISC y co-existir en ciertos
tejidos, apara actuar sobre diferentes poblaciones de mRNAs (Ro et al.,
2007).
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Figura 2. Biogénesis de miRNAs. Un transcrito primario denominado pri-miRNA
es generado por la RNA polimerasa Il. El pri-miRNA es reconocido y procesado
por el complejo de la RNAasa tipo Il Drosha y su cofactor DGCRS, lo que da
lugar a un precursor denominado pre-miRNA, que es exportado al citoplasma por
el factor exportina-5. Finalmente, el miRNA maduro es producido por la accién de
la RNAasa tipo Ill Dicer; y es posteriormente integrado al complejo RISC para
ejercer su accion.

Mecanismo pe accioN be MicRORNAs

De manera general, los miRNAs establecen un apareamiento de
bases con una secuencia de 6 a 8 nucleétidos que se localiza en la
region 3’'UTR del mRNA, denominada secuencia semilla (Brennecke et
al., 2005; Rajewsky and Socci, 2004). El apareamiento del miRNA con su
mRNA blanco conduce a la degradacion de este ultimo o a la represion
de su traduccién. El grado de complementariedad entre el miRNA y su
mRNA blanco determina el mecanismo de regulacion. Si la
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complementariedad exhibida es perfecta, el miRNA induce la escision del
MRNA por accion del RISC. Usualmente, la escision ocurre dentro de la
region de complementariedad mMIRNA-mRNA vy requiere de la
participacion de Ago2 (Liu et al., 2004). De manera alternativa, si la
complementariedad es imperfecta, el RISC actia silenciando 6
bloqueando la traduccion del mRNA, este ultimo es el mecanismo que
ocurre con mayor frecuencia en mamiferos (Figura 3). Este bloqueo no
esta del todo elucidado y parece llevarse a cabo durante la traduccion, ya
sea al inicio 6 durante la etapa de elongacion. Se ha demostrado que
existe una represion del mecanismo de reconocimiento del CAP 57, en el
que el miRNA impide la unién del factor de inicio de la traduccion el F4F.
La represion de la traduccion mediada por miRNAs, también puede
ocurrir al inhibirse el ensamblaje de la subunidad ribosomal 60S al
complejo de iniciacion de la traduccion (Filipowicz et al., 2008). Aquellos
mRNAs que han sido silenciados por los mecanismos mencionados son
secuestrados dentro de un tipo de estructuras de procesamiento
citoplasmaticas, denominadas cuerpos P, en donde son almacenados v,
finalmente, degradados por accion de proteinas que también se
encuentran dentro de los cuerpos P, tales como las enzimas que
degradan el CAP 57; Dcp1/Dcp2 y la exonucleasa 3'—5" Xrn1; y las que
eliminan progresivamente la poliadenialcion en 3" como el complejo
Ccr4p/Pop2p/Not. De hecho, todo el conjunto del RISC se encuentra
también dentro de estos cuerpos P, por lo que este también puede
ensamblar la maquinaria que conlleva al decaimiento de los mMRNA (Liu et
al., 2005; Parker and Sheth, 2007). De manera interesante, la versatilidad
en el modo de accién de los miRNAs no se limita a inhibir la expresién
génica de ciertos productos biolégicamente funcionales. También se ha
demostrado que, de manera opuesta, su presencia y asociacion a otros
factores, p.ej. la proteina relacionada al sindrome del X fragil, puede
inducir e incrementar la traduccion del transcrito sobre el que ejercen su
efecto, mas que impedirlo (Vasudevan et al., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de accion de miRNAs. El complejo miRNA-RISC dirige la
accion de represion de la traduccion del ftrascrito blanco. Si la
complementariedad es perfecta entre el miRNA y la region semilla del transcrito,
este Ultimo es degradado. Si es incompleta, se produce un bloqueo de la
traduccion.

PareL DE Los MICRORNAS EN LA APARICION Y PROGRESION DEL CANCER

El crecimiento celular durante el desarrollo animal depende de
sefales moleculares que coordinan cuidadosamente lo procesos de
proliferacion, de muerte celular y la velocidad a la cual estos se llevan a
cabo. Sin embargo, el cancer se caracteriza por un crecimiento celular en
el cual la identidad de las células se ha perdido, existe proliferacion
extensa y alteracion del proceso de muerte celular. Interesantemente, las
primeras pistas de la asociacion entre los miRNAs y la presencia de un
fenotipo cancerigeno en humanos provinieron de los estudios
mencionados en C. elegans. La demostracion de que la pérdida de
funcionalidad de lin-4 resulta en anormalidades de la diferenciacion
celular especificas del nematodo (Wightman et al., 1993), condujo a
establecer una analogia con los procesos de formacion de tumores en los
que existe una falla en la ejecucion del programa de diferenciacion
celular. Posteriormente, estudios realizados en Drosophila mostraron que
el miRNA bantam estimula la proliferaciéon celular y al mismo tiempo,
previene la apoptosis (Brennecke et al.,, 2003), lo que sugiere que los
homoélogos putativos de bantam en vertebrados podrian actuar como
oncogenes.

El vinculo mas directo entre la funcién de miRNAs y el cancer en
humanos fue quiza demostrado en el estudio realizado por Calin y
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colaboradores en el 2002. En dicho estudio se observé que miR-15a y
miR-16-1 se encuentran codificados en la regién cromosdémica 13q14,
que frecuentemente se encuentra deletada en pacientes con leucemia
linfocitica cronica de linfocitos B (B-CLL). Por consiguiente, miR-15a y
miR-16-1 se encuentran ausentes o sub-expresados en tejidos de
pacientes con B-CLL (Calin et al., 2002). Mas aun, posteriormente se
reportd que ambos mMiRNAs tenian como blanco de accion la regiéon 3
‘'UTR del transcrito del gen BCL2, el cual resulta ser un potente inhibidor
de la apoptosis (Cimmino et al, 2005). Lo anterior sugiere
contundentemente una actividad supresora de tumores para estos dos
miRNAs. Posteriormente, se demostré la expresion de una firma
molecular especifica de 13 miRNAs, que incluye a miR-15a y miR-16-1,
asociada a la aparicion y progreso de la B-CLL (Calin et al., 2005).

Méas de la mitad de los miRNAs se encuentran localizados en
regiones del genoma humano suceptibles de sufrir amplificaciones,
deleciones o rearreglos en tumores malignos, lo que refuerza las
hipétesis acerca del importante papel de lo miRNAs en la patogénesis del
cancer (Calin et al., 2004). Por otra parte, estudios subsecuentes han
mostrado que los perfiles de expresion de los miRNAs proporcionan
informacion importante acerca del estado de diferenciacion y el linaje
celular en diferentes tipos de tumores. Estos perfiles de expresiéon de
miRNAs, también permiten la clasificaciéon del tejido de origen de tumores
pobremente diferenciados con mayor exactitud de la que permite el
andlisis de expresion de mRNAs de las mismas muestras (Lu et al,,
2005). Con base en esta informacién, podria decirse que la historia del
desarrollo de un tumor estad reflejada en su patron de expresion de
miRNAs particular. En el estudio mencionado, también se muestra que
mas de la mitad de los miRNAs examinados se encuentran expresados a
un nivel inferior en tumores, en comparacién con tejidos sanos del mismo
tipo e independientemente del tipo celular, lo que refleja el papel de los
miRNAS en la diferenciacién celular terminal y que la diferenciacion
incompleta en células cancerosas esta fuertemente asociada a su
disminuida expresion.

MicrRoRNAS coN ACTIVIDAD ONCOGENICA

Aquellos miRNAS que contribuyen a la proliferacion celular y la
actividad anti-apoptotica se dice que son promotores de la actividad
oncogeénica y, por lo tanto, estan sobre-expresados en células tumorales.
Uno de los ejemplos mas conocidos de un miRNA con actividad
oncogénica es miR-21, el cual se encuentra sobre-expresado en una gran
variedad de tumores, incluyendo al cancer de mama, el hepatocelular y el
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colorectal. Dos de los blancos identificados para miR-21 son los genes
PTEN y PDCDA con actividad supresora de tumores y que estan
implicados en procesos invasivos y metastasicos (Asangani et al., 2008;
Meng et al., 2007; Zhu et al., 2008). Otro, es el ejemplo de un locus con
propiedades de oncogén. Se trata del grupo 6 cluster mir-17-92, que
codifica a siete miRNAs, que se encuentra localizado en un intron dentro
de la region del cromosoma humano 13q31.3 y frecuentemente esta
amplificado en diversos tipos de linfomas y tumores sélidos (Hayashita et
al., 2005). En general, la informacion acerca de los miRNAS oncogénicos
indica que su papel principal consiste en regular negativamente a genes
supresores de tumores que al estar disminuidos favorecen los procesos
invasivos y de metéstasis en el cancer.

MicrRoRNAS coN ACTIVIDAD SUPRESORA DE TUMORES

Aquellos miRNAS que presentan actividad que previene la
proliferacion celular y promueve la apoptosis se pueden categorizar como
supresores de tumores. Por lo general, la expresion de estos miRNAS se
encuentra disminuida en células cancerosas, en comparacion con las de
tejido sano. Ademas de los ya mencionados miR-15a y miR-16-1, existen
otros ejemplos de este tipo de mirNAs. La familia let-7 consiste en un
grupo altamente conservado en muchas especies, incluyendo a C.
elegans, Drosophila, y vertebrados. Dentro de esta familia, let-7 es un
miRNA que ejerce una regulacién negativa sobre tres genes RAS,
oncogenes conocidos en humanos. La expresion de let-7 se encuentra
significativamente disminuida en tejidos de tumor pulmonar y la
expresion de la proteina RAS incrementada, en relacion al tejido de
normal (Johnson et al., 2007; Johnson et al., 2005). Se han reportado
otros blancos de let-7, como el transcrito del gen HMGAZ2 que tiene un
conocido papel oncogénico en una gran variedad de tumores. Este es un
ejemplo en el que la supresién de un oncogén por la accion de un miRNA
se ve superada en células tumorales por una sobre-expresion del gen
HMGA2, con una translocaciéon que elimina la region 3'UTR
complementaria de let-7, 1o que impide que este ultimo ejerza su accién
de regulacion negativa (Lee and Dutta, 2007). Los miRNAs, en teoria,
pueden actuar sobre mas de un mRNA; por lo tanto, un mismo miRNA
podria tener acciones potenciales como un oncogén, si su blanco es el
transcrito de un gen supresor de tumor o como un supresor de tumores,
si su blanco es el transcrito de un oncogén. Aunque se ha encontrado
que la expresion diferencial de muchos miRNAS en células cancerosas
es significativa, a la fecha no se conoce con exactitud su funcién ni la
totalidad de sus blancos moleculares. En la figura 2 se presenta un
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esquema que muestra de manera general la asociacién entre la
expresion de miRNAs y su alteracién en cancer.
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Figura 4. Alteracion de miRNAs y sus consecuencias sobre la
carcinogénesis. La accion de un miRNA puede considerarse oncogénica, si sus
blancos son trasncritos que codifican para supresores de tumores. Si, por el
contrario, sus blancos son trasncritos de oncogenes, se considera como un
miRNA con accién de supresor de tumor.

ExpPresioON ABERRANTE DE MICRORNAs en CaAP

La progresion del CaP es un proceso que implica multiples
alteraciones moleculares, muchas de las cuales se reflejan en cambios
de la expresion genética de las células tumorales. Debido al papel
regulatorio de los miRNA en la expresion de diversos genes y a su
especificidad tisular, es evidente que la identificacion de miRNAs
relacionados al CaP podria aportar informacién valiosa sobre las
alteraciones moleculares asociadas a la patogénesis del CaP.
Recientemente, se ha reportado la expresion de miRNAs en muestras
clinicas de CaP. En un trabajo sobre el perfil de expresiéon de 228
miRNAs en 56 muestras de CaP y 7 de tejido prostatico normal, se logré
identificar la expresion diferencial significativa de 42 miRNAs. De los
miRNAs identificados, 39 (87%) se encontraban sobre-expresados y 6
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(13%) estaban sub-expresados, en las muestras de CaP (Volinia et al,,
2006). Alternativamente, en otro estudio, analizaron el perfil de expresion
para 319 miRNAs en 9 muestras de CaP y 4 de HPB y lograron detectar
50 miRNAs expresados diferencialmente. De estos, 36 (72%) mostraron
estar sub-expresado en muestras de CaP, mientras que 14 (28%) se
encontraban sobre-expresadas en las mismas muestras (Porkka et al.,
2007). Entre estos dos estudios existen discrepancias que pueden ser
atribuibles en gran medida a las diferentes metodologias aplicadas, lo
que indica que el analisis del perfil de expresion de miRNAs en muestras
clinicas de CaP no es un asunto ftrivial. Reportes mas recientes, han
mostrado que la expresion de miRNAs se encuentra regulada a la baja de
manera significativa en tejidos de CaP con respecto a tejido protatico
benigno (Ambs et al., 2008; Tong et al., 2009), datos que coinciden con
los reportados en el trabajo de Porkka et al. de 2007. Interesantemente,
dicho trabajo mostré que es posible separar a las muestras de HPB de
las de CaP, con base en su perfil de expresion de miRNAs particular. Mas
aun, las muestras de carcinomas fueron clasificadas de acuerdo a su
dependencia androgénica. Teniendo cuatro de los cinco carcinomas sin
tratamiento hormonal agrupados en un subgrupo; mientras que los cuatro
refractarios a terapia hormonal, se localizaron dentro un subgrupo propio
(Para mayor detalle ver tabla 1). Esto muestra que la expresién de los
miRNAs en un tejido tumoral pueden proporcionar informacién valiosa
que permita su clasificacion y que puede ser aprovechada en el
desarrollo de nuevas tecnologias de diagnéstico de tipos de cancer que
actualmente carecen de marcadores moleculares exactos, como en el
caso del CaP.
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TABLA 1. miRNA que tienen expresion alterada en muestras clinicas de
CaP con respecto a controles de tejido normal. **Expresién idéntica entre
dos 6 mas estudios; *discrepancia en el resultado de expresion entre dos

o0 mas estudios.

(Volinia et al., 2006) (Porkka et al., 2007) ;I?;go;t) (Ambs et al., 2008)
Sobre-expresados exp?eusl: dos Sobre-expresados Sub-expresados exp?::a- dos ex:::::(;os exp?:sba- dos
(39 miRNA) (6 MRNA) (14 miRNA) (36 MiRNA) (5 miRNA) | (20 miRNA) | (20 miRNA)
En todos los carcinomas

let-7d* miR-106a | let-7a** miR-202 let-7a** miR-143 miR-23b** miR-182 miR-494
let-7i ** miR-124a | miR-24 miR-210 let-7b miR-145 miR-100 miR-31 miR-490
miR-16* miR-135 | miR-29? miR-296 let-7¢ miR-195* miR-145** miR-26a- miR-133a-1
miR-17- miR-146 | miR-1282 miR-320 let-7d* miR-199a miR-221** 17112‘9?-2000 miR-1-2
;7R-20a miR-148 | miR-149 miR-370 let-7g miR-221 miR-222** miR-375 miR-218-2
miR-21 miR-181b | miR-218 miR-373 miR-16* miR-222 miR-196a- miR-220
miR-25**  miR- miR-498 miR-23a miR-497 r%,‘%-:} 70 miR-128a
miR-26a* rZI(?I-f\“t—*k ; 87 miR-503 miR-23b miR-425 miR-221
miR-27a*  miR-191 miR-26a* miR-194- miR-499
miR-29a* miR-195* miR-92* 17117,‘9?- 181a- miR-329
miR-29b*  miR-196 miR-99 rzvﬁ.‘??-34b miR-340
miR-30c*  miR-197 miR-103 let-7i** miR-345
miR-32 miR- miR-125a miR-188 miR-410
miR-34a r;r?lgf ; 99 miR-125b miR-25** miR-126
miR-92* miR-203 En carcinomas refractarios a terapia hormonal miR-106b miR-205
miR-93**  miR-206 miR-184* let-7f miR-30a_5p miR-449 miR-7-1/2
miR-95 miR-214 miR-198** miR-19b miR-30b miR-99b miR-145**
miR-101 miR-223 miR-302¢ miR-22 miR-30c miR-93** miR-34a

miR-345 miR-26b miR-100 miR-92-1/2 | miR-487

miR-491 miR-27a miR-141 miR-125a let-7b

miR-513 miR-27b miR-148a

miR-29a miR-205
miR-29b
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PerriLES DE MICRORNAS EN CIRCULACION Y EN FLUIDOS BIOLOGICOS

En diversos estudios se ha mostrado que es factible utilizar
mRNAs aislados de orina como marcadores de CaP. Particularmente, la
determinacion del mRNA no codificante PCA3 ha mostrado una
sensibilidad y una especificidad de 0.69 y 0.86, respectivamente
(Groskopf et al., 2006) . El poder para discriminar entre CaP vy otro tipo de
neoplasias no malignas como la HPB se incrementa considerablemente
con el uso combinado de varios marcadores. En su mayoria, los estudios
que asocian a los miRNAs con cancer han empleado muestras de piezas
quirargicas, de biopsias, lineas celulares de CaP (Ambs et al., 2008; Lu et
al., 2005; Porkka et al., 2007; Tong and Nemunaitis, 2008; Volinia et al.,
2006); o han utilizado miRNAs extraidos de tejidos embebidos fijados con
formalina y embebidos en parafina (Liu et al., 2009). Por otra parte,
existen varios trabajos que describen miRNAs que son especificos para
diferentes tipos de cancer y la relacién entre la expresion de miRNAs con
el estadio del cancer (Calin and Croce, 2006; Croce, 2009; Garzon et al.,
2006). Estos estudios han demostrado la utilidad de los miRNAs en el
diagndstico y prondstico de diferentes tipos de cancer; asi como, en la
diferenciacion entre neoplasias benignas y las de tipo maligno. Se han
logrado avances en el desarrollo de métodos para el estudio de miRNAs
presentes en tejidos de 6rganos y en células. Sin embargo, aun se
desconoce mucho acerca de su presencia en fluidos; hecho que ha
limitado su posible uso diagnéstico. Recientemente, se reportd la
elevacion significativa de miRNAs en mujeres embarazadas con respecto
a las no-embarazadas (Gilad et al., 2008). En otro estudio se demostro la
presencia de miRNAs de origen placentario en plasma de la madre (Chim
et al., 2008). En adicién a estos estudios, se ha demostrado que fluidos
como la sangre (Mitchell et al., 2008), la saliva (Park et al., 2009) e
incluso la orina (Hanke et al., 2009) contienen miRNAS en cantidad
detectable; y que dichas moléculas se encuentran en una forma
relativamente estable y protegidas de la degradacion. En particular el
estudio de Mitchell y colaboradores, determiné que miR-141 podia
diferenciar a individuos con CaP de individuos sanos. En otro trabajo de
Taylor y Gercel-Taylor, se realizé la extraccion de miRNAs a partir de
exosomas aislados de muestras séricas de pacientes con cancer de
ovario. La estrategia empleada permitio identificar ocho miRNAs que se
encuentran sobre-expresados en cancer. El trabajo de Hanke, es el
Unico a la fecha que ha reportado la extracciéon y cuantificacion de
miRNAs en muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga.
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IoenTiFicacioN De MIRNAs especiFicos b CAP EN MUESTRAS DE ORINA

Dada la evidencia anterior, en nuestro grupo se realiz6 un trabajo
en el que se comparé el perfil de expresion de miRNAs en muestras de
orina de pacientes con diagnéstico de CaP y pacientes con HPB. De
manera general, se logré identificar un grupo de 21 miRNAs que
muestran diferencias significativas entre los grupos del estudio. De este
conjunto, identificamos sobre-expresion de 19 miRNAs (miR-196b, -574-
3p, let-7b, -7c, -7d, 7e,-79, miR -200b, -149, -20b, -17, -184, -20a, -106a,
-671-3p, -148a, -429, -31, -100); y solo dos mostraron estar sub-
expresados (miR -150, -328).

hsa-miR-429-4373203
hsa-miR-148a-4373130
hsa-miR-196b-4395326
hsa-miR-20b-4373263
hsa-miR-100-4373160
hsa-miR-184-4373113
hsa-miR-671-3p-4395433
hsa-let-79-4395393
hsa-let-7d-4395394
hsa-miR-20a-4373286
hsa-let-7e-4395517
hsa-miR-106a-4395280
hsa-miR-17-4395419
hsa-miR-31-4395390
hsa-let-7¢c-4373167
hsa-miR-200b-4395362
hsa-miR-574-3p-4395460
hsa-let-7b-4395446
hsa-miR-149-4395366
hsa-miR-150-4373127
hsa-miR-328-4373049

Figura 5. Mapa de calor mostrando el agrupamiento jerarquico no supervisado
basado en el grupo de microRNAs que muestran diferencias significativas de
expresion entre el grupo de CaP y el de HPB. El nivel de expresion se representa
por un cédigo de color. Sub-expresion (verde), sobre-expresion (rojo), sin cambio
(negro).

El agrupamiento jerarquico que se representan en el mapa de
calor de la figura 7 muestra que este perfil de miRNAs de orina permiten
separar a las muestras del grupo de CaP de las del grupo de HPB. Un
aspecto interesante a destacar de todos estos estudios, es el hecho de
que los patrones de expresion de miRNAs en circulacion y en fluidos

CaP2A

CaP3
CaP1A
BPH3A
BPH1A
BPH2A
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como la orina, parecen ser considerablemente distintos de los
observados en muestras de tejido y lineas celulares. En nuestro estudio,
encontramos mayoritariamente, una expresion incrementada de varios
miRNAs en muestras de CaP. En concordancia con nuestros resultados,
el estudio de Mitchell et al (2008) y el realizado por Park et al (2009) en
saliva también muestran una sobre-expresion de miRNAs. Esta
discrepancia entre los patrones de expresion de miRNAs en tejido y en
fluidos puede deberse a diversos factores. De manera directa podemos
inferir que las diferentes técnicas experimentales y métodos de analisis
contribuyen a las diferencias observadas entre los diferentes perfiles.
Otra posibilidad, es que la presencia miRNAs en circulacion y en fluidos
sea producto de procesos como la lisis de las células tumorales. Mas
aun, recientemente se ha demostrado que los miRNAs son transportados
activamente en vesiculas de tamafio nanométrico denominadas
exosomas y que son secretados en mayor medida por las células de
cancer. Por lo anterior, es posible que los exosomas sean una fuente
importante de miRNAs en fluidos (Taylor and Gercel-Taylor, 2008). Es
evidente que la falta de concordancia entre los diferentes perfiles de
expresion y el hecho de que la informacion sobre el uso de miRNAs como
biomarcadores esté asociada principalmente con estudios en muestras
de tejidos sdlidos y lineas celulares; representa una limitacion para la
utilizacion de miRNAs obtenidos de fluidos en el diagndstico y prondstico
para diversas patologias como el cancer. Lo anterior plantea la necesidad
de definir una firma molecular que sea representativa del estado de las
células de cancer, en un contexto biolégico determinado.

Brancos moLEcuLARES DE MICRORNASs ALTERADOS EN CAP

En afios recientes, el descubrimiento de la regulacion genética
dependiente de miRNAs en eucariontes ha motivado el desarrollo de
nuevas estrategias de investigacion que permitan elucidar los rasgos
importantes de sus funciones biolégicas, tanto en el desarrollo celular
normal como en el que da lugar a patologias en humanos. Dia con dia se
incrementa el nimero de miRNAs descubiertos en diferentes tipos de
células, y con ello, la evidencia acerca de su papel regulatorio. Las
estimaciones actuales predicen que cerca del 30% de los genes humanos
se encuentran regulados por algun miRNA (Rajewsky, 2006) y que cada
miRNA tiene aproximadamente 200 transcritos blanco, en vertebrados.
Mas aun, diferentes combinaciones de miRNAs pueden estar expresadas
en distintos tipos de células y pueden regular de manera coordinada
genes que son especificos de un tipo celular y un tejido en especial
(Brennecke et al., 2005; Krek et al., 2005). Existen diversos ejemplos que
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se pueden destacar, uno de ellos es el de miR106b, que se encuentra
sobre-expresado en diferentes tipos de neoplasias malignas. Este miRNA
ha sido asociado a diferentes genes que regulan el ciclo celular. Entre
sus posibles transcritos blancos, destaca el inhibidor de cinasa
dependiente de cilcina p21/CDKN1A. Reprimiendo la expresion de la
proteina p21, miR-106b contribuye a la proliferacién celular en cancer
(lvanovska et al., 2008). Otro ejemplo es miR-196b, que en células
progenitoras de médula 6sea conduce a un incremento de la capacidad
de proliferacién, supervivencia y pérdida de diferenciacion celular;
contribuyendo, de esta manera, al desarrollo de leucemia (Coskun et al.,
2010). Otro miRNA interesante de nuestro perfil es miR-150. Es
ampliamente reconocido su papel en la diferenciacién de linfocitos. En
este contexto, un blanco interesante de miR-150 es el factor de
transcripcion c-Myb (Lin et al.,, 2008). Sin embargo, también se ha
identificado a miR-150 como un promotor de cancer gastrico, al reprimir la
expresion del factor pro-apoptético EGR2 (Wu et al.,, 2010). Resulta
I6gico pensar que miR-150 es un oncogén en tejido gastrico; no obstante,
hemos observado que se encuentra sub-expresado en CaP. De manera
semejante, los mMiRNAs de la familia /et-7 han sido ampliamente
reportados como reguladores de oncogenes que participan en vias como
Ras'y HMGAZ2 (Johnson et al., 2007; Johnson et al., 2005). Por otra parte,
miR-200b y miR-429, ambos miembros de la familia de miRNAs que
incluye ademas a miR-200a y miR-200c; han sido identificados como
reguladores de los genes ZEB1 y ZEB2, que actian como represores de
la transcripcion de caderina-E, promoviendo asi, la capacidad de
migracion e invasividad durante la progresion del CaP (Gregory et al.,
2008). Por ofra parte, es importante considerar que la regulacion de la
expresion génica mediada por miRNAs esta determinada no Unicamente
por el nivel de expresion de dichas moléculas, sino por un numero de
factores que conducen a su accion molecular. Tal es el caso de la
alteracién en la expresion de la proteina Ago2, cuya cantidad influye
sobre la degradacion de los transcritos blanco (Brennecke et al., 2005;
Krek et al., 2005; Liu et al., 2004). Por consiguiente, una reduccion en la
expresion de Ago2 , ocasionaria a su vez, una disminucién en la
efectividad de la accion de los miRNAs sobre sus blancos moleculares.
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REeTOs Y PERsPECTIVAS SOBRE EL uso DE MICRORNAS EN ORINA COMO MARCADORES DE
CaP

Existe una creciente evidencia a favor del valor que tienen los
miRNAs aislados a partir de fluidos biolégicos, como biomarcadores para
diversas patologias. La identificacién de un conjunto de miRNAs en orina,
que reflejen los cambios fenotipicos que ocurren en las células
prostaticas durante su transformacion hacia células de cancer, representa
la posibilidad de desarrollar poderosas herramientas moleculares para
predecir con mayor exactitud la evolucion de las lesiones prostaticas; con
especial énfasis en aquellas que son, potencialmente, precursoras de
CaP. No obstante las ventajas que supondria el tener una firma molecular
especifica para CaP, basada en miRNAs procedentes de orina, aun hay
desafios y preguntas importantes que resolver. Primero, en su gran
mayoria, los miRNAs asociados a CaP no han sido caracterizados en
cuanto a la regulacion que ejercen y los efectos bioldégicos de dicha
regulacion. Segundo se desconoce el papel que juegan los miRNAs en la
transicion del CaP hacia la condicién de andrégeno independencia.
Finalmente, la presencia de miRNAs en fluidos y en circulacion plantea
cuestionamientos relativos a su papel como posibles mensajeros de la
comunicacion intercelular y a la relevancia que ésto tiene en el proceso
de metastasis del CaP.
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