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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores mas prevalentes a nivel mundial. Las
posibilidades de supervivencia de los pacientes que lo padecen disminuyen en el momento
gue desarrollan una metéastasis, siendo el higado uno de los érganos principalmente
afectados. En la actualidad no se dispone de terapias completamente efectivas frente a la
metéstasis hepatica, suponiendo un mal prondstico para estos pacientes. Por ello, es
necesaria la busqueda de nuevas estrategias que ayuden tanto a la deteccién precoz como a
la reduccion de la metastasis hepéatica a partir del CCR.

Los microARNSs, pequefias secuencias de ARN no codificante que regulan la expresioén génica
post-transcripcional, juegan importantes papeles en diversos procesos bioldgicos.
Recientemente, se ha descubierto su participacién en el cancer, resultando relevante la
desregulacion de su expresion en la metastasis hepatica de origen colorrectal. Por este
motivo, el estudio de microARNs sobreexpresados o silenciados en el CCR, que conducen a
su progresién hacia la metastasis hepatica, plantea su posible aplicacién clinica como
biomarcadores diagnésticos, ademas de conducir al desarrollo de terapias basadas en

microARNS con el fin de frenar o recuperar su expresion.

1. Introduccién

El cancer colorrectal (CCR) representa el tercer tipo de cancer diagnosticado a nivel mundial*.
El riesgo de padecer este tumor aumenta con la edad, viéndose incrementada su incidencia
cada década en la poblacién mayor de 40 afios?. Segln la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM), los canceres mas frecuentemente diagnosticados en Espafia en el afio 2021

seran los de colon y recto, contribuyendo ambos a 43.581 nuevos casos®.

En la mayor parte de los casos detectados, el origen del CCR se remonta a un pélipo en la
mucosa intestinal que adquiere propiedades malignas con el paso del tiempo, creciendo de
forma descontrolada y con capacidad migratoria a otros tejidos, pudiendo dar lugar a un
proceso metastasico?. La metastasis es un proceso complejo que consta de diversas etapas
mediante las cuales, a partir de un tumor primario, se forman nuevos focos cancerigenos en
organos distintos a aquel en el que se origind. Para ello, las células tumorales deben invadir
el tejido que rodea al tumor primario, intravasarse en la circulacién sanguinea o linfatica, hacer

frente al sistema inmune y, finalmente, formar un nuevo tumor a distancia®.

Segun la progresion de la enfermedad se distinguen diferentes estadios (0-1V) en el CCR. El
estadio 0 o carcinoma in situ es la fase mas temprana de la enfermedad y se caracteriza por
la localizacion de las células tumorales en la parte mas superficial de la mucosa, sin llegar a

traspasarla. En el estadio | el tumor ha crecido y ha atravesado la mucosa, pero no traspasa



la capa muscular. El estadio Il se define por la infiltracion de las células tumorales en todas
las capas de la pared colorrectal, pudiendo invadir tejidos cercanos. Cabe destacar que en los
tres primeros estadios no se aprecia afectacion ganglionar, hecho que si ocurre en estadios
mas avanzados, como el estadio Ill, en el cual las células tumorales han invadido 6rganos
proximales. Por dltimo, en el estadio 1V, la fase mas avanzada de la enfermedad, se puede
apreciar la diseminacioén de células tumorales a érganos alejados del colon y recto, como

higado o pulmén®.

El diagndstico precoz del CCR representa una labor decisiva en sus perspectivas de
tratamiento y, por consiguiente, en la probabilidad de supervivencia de los pacientes que lo
padecen. Si se analiza la tasa de supervivencia a 5 afios para pacientes con CCR en estadios
tempranos, esta se sitda alrededor del 90%, mientras que una vez se desarrolla la metastasis,

se reduce considerablemente a un 10%?%.

Uno de los principales 6rganos afectados en la metastasis del CCR es el higado, debido
principalmente a su posicion anatdmica y arquitectura histolégica, adaptada a sus diversas
funciones’. En la practica clinica no se dispone de terapias completamente efectivas para los
pacientes con metastasis hepatica a partir del CCR®, por lo que resulta necesario el estudio
de nuevas estrategias que permitan tanto un diagndéstico precoz como un tratamiento

adecuado de este tipo de metastasis.

En el CCR se pueden distinguir alteraciones genéticas y epigenéticas, de manera que se
pueden evidenciar tanto cambios en la secuencia génica como variaciones en la expresion
génica no atribuibles a alteraciones de la secuencia de ADN respectivamente. Una de las
principales alteraciones epigenéticas que presenta relevancia en este cancer es la
desregulacion de microARNs®. Se trata de pequefias secuencias de ARN no codificante cuya
expresion puede aparecer tanto silenciada como sobreexpresada en el CCR'°. Su capacidad
reguladora de genes a nivel postranscripcional' y su posible relacién con el desarrollo y
progresién tumoral® los convierte en herramientas candidatas a ser utilizadas en el

diagnéstico y tratamiento de la metastasis hepatica de origen colorrectal.

2. Objetivos
La realizacion de este trabajo pretende conseguir los siguientes objetivos:

1. Describir el proceso metastasico y resaltar la importancia del higado como érgano de
metastasis, evaluando la necesidad de nuevas terapias frente a uno de los mayores
retos en el CCR: la metéstasis hepatica.

2. Analizar la implicacion de la desregulacion de diferentes microARNs en el desarrollo

de la metéstasis hepatica de origen colorrectal.
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3. Estudiar métodos diagnosticos y sistemas de administracion de microARNs como

herramientas tiles en la clinica oncoldégica.

3. Desarrollo

3.1. Patogénesis del proceso metastasico en el CCR

Un 50% de los pacientes con CCR presenta un proceso metastasico en el momento del
diagndstico'?, contribuyendo en gran medida a su morbi-mortalidad®. Las células colorrectales
sufren ciertas alteraciones genéticas y epigenéticas que provocan una proliferaciéon
descontrolada de las mismas, experimentando posteriormente una transicién epitelial-
mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) e invadiendo el tejido que rodea al tumor
primario. De esta manera, las células tumorales penetran en la circulacion sanguinea o en el
sistema linfatico e invaden otro tejido, donde pueden formar un nuevo foco tumoral®2, La
colonizacién metastasica depende de la interaccion de las células tumorales colorrectales con
el microambiente del nuevo 6rgano colonizado y de que su adaptacién dé lugar a una
metastasis favorable®. Se ha observado una cierta selectividad en la colonizacién metastasica.
Este hecho se describe por primera vez en 1889 por Stephen Paget, quien propone la teoria
“seed and soil”, en la que se explica que ciertas células tumorales colonizan de una manera
selectiva 6rganos distantes con microambientes favorables!®. Cada d6rgano presenta un
microambiente distintivo y esto conlleva que células tumorales procedentes de un tumor
primario se comuniquen de forma especifica con un érgano diana y tengan por ello una cierta

selectividad y preferencia sobre los 6rganos sobre los que desarrollan metastasis®.

3.1.1. El higado como principal 6rgano de metéstasis en el CCR

Uno de los principales érganos implicados en el proceso metastasico por diversos tipos de
cancer es el higado’. Con respecto al CCR, un 50% de los pacientes desarrolla metastasis
hepatica en algun momento de la enfermedad, siendo la principal causa de muerte en estos
pacientes'®. Diferentes caracteristicas hacen de este érgano una diana en la metastasis. El
higado es uno de los primeros érganos por el que transitan las células tumorales que han sido
desprendidas desde el colon. Como consecuencia, estas células serdn capturadas por los
sinusoides hepéaticos (capilares fenestrados que irrigan el higado), donde deben sobrevivir y
adaptarse a su microambiente. Ademas, su profusa irrigacion y capacidad de detoxificaciéon
predisponen al higado a la infiltracién de células tumorales diseminadas desde otros 6rganos.
El higado es un 6rgano vital, por lo que en el momento en el que esta implicado en un proceso

metastasico las probabilidades de supervivencia disminuyen considerablemente’>16,



Son diversos los mecanismos implicados en la colonizacién metastasica hepética desde el
colon. Uno de los méas conaocidos se basa en la interacciéon ligando-receptor entre receptores
de quimiocinas sobreexpresados en las células colorrectales tumorales (CXCR4, CCR6) y sus
respectivos ligandos en el higado (la quimiocina CXCL12 o factor 1 derivado de células
estromales (SDF-1, por sus siglas en inglés) y la quimiocina CCL20 o proteina inflamatoria de
macrofagos alpha 3 (MIP-3a, por sus siglas en in inglés)), los cuales contribuyen
respectivamente a la quimiotaxis de las células colorrectales con sobreexpresion de dichos
receptores, facilitando asi el proceso metastasico®. Ademas, los exosomas, cuya funcion va
a ser descrita posteriormente en este trabajo, van a desempefiar un papel clave en la

migracion celular por medio de los receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR6''.

Con respecto a las perspectivas de tratamiento de un paciente con metastasis hepatica a
partir del CCR, la hepatectomia es el Unico tratamiento eficaz asociado a la curacion. Sin
embargo, Unicamente un 10-15% de los pacientes es objeto de reseccion en el momento del
diagnéstico y, de los pacientes que se someten a cirugia, alrededor de un 50% experimenta
recidivas en el futuro!®. A pesar de que la administracién de quimioterapia sistémica
neoadyuvante logra revertir la irresecabilidad de las metastasis hepaticas en un 10-30% de
los pacientes®®, contina existiendo un importante porcentaje de pacientes en los que la
reseccion hepética no se considera una opcién terapéutica. Este hecho ha conducido al
desarrollo de técnicas preoperatorias, como la embolizacion de la vena porta previa a la
reseccion, en aquellos pacientes con un remanente hepatico pequefio tras la cirugia. Mediante
esta técnica, con el objetivo de asegurar la funcién hepéatica, se procede al bloqueo del flujo
sanguineo portal en la parte del higado donde se localiza el tumor, produciendo una atrofia
ipsilateral de esa area y provocando, por consiguiente, una hiperplasia compensatoria del
remanente hepatico?®. Se ha demostrado que un 60% de los pacientes a priori rechazados
para ser sometidos a reseccion hepéatica por escaso volumen de higado remanente puede ser
objeto de reseccion tras la embolizacion portal®. A pesar de ser un resultado prometedor, la
inexistencia de una Unica terapia completamente eficaz para hacer frente a la metéstasis
hepéatica conduce a la eleccién de una estrategia terapéutica combinada en el manejo de esta

enfermedad?®®.

En los ultimos afios, ante la falta de tratamientos eficaces frente a uno de los mayores retos
en el cancer, la metastasis, se estudian nuevas estrategias que ayuden tanto al diagnéstico
precoz como al tratamiento eficaz de este proceso. Para ello se analizan los mecanismos
desencadenantes del proceso metastasico, con el fin de elucidar factores que estén
implicados en su regulacion. Unas moléculas que han demostrado tener un papel clave en el
cancery, concretamente, en la modulacién del proceso metastasico, son los microARNS, cuyo

potencial poder diagndstico y terapéutico puede ser de utilidad en la clinica oncoldgica?.
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3.2. MicroARNSs y su desregulacién en la metéstasis hepatica de origen colorrectal

Los microARNs (miARNs o miRs) son pequefias secuencias de ARN no codificante
constituidas por un nimero variable de nucleétidos, que suele oscilar entre 18 y 22!1. Estas
moléculas participan en diferentes actividades celulares, entre ellas la sintesis de insulina??,
la respuesta inmune? y la sintesis de neurotransmisores?®, relacionandose con ciertas
patologias asociadas a dichas funciones, tales como diabetes??, procesos autoinmunes® y
enfermedad de Alzheimer?® respectivamente. Ademas, cabe destacar la implicacion de los
miARNSs en la regulacién de dos procesos celulares vitales, la proliferacién y la apoptosis, lo
gue puede conducir al desarrollo de un proceso tumoral si se produce una desregulacion de

su expresion?®.

La biogénesis de los miARNSs [Figura 1] es un proceso complejo en el que se suceden diversas
etapas?®. Comienza en el nicleo, donde se forma un transcrito primario (pri-miARN) a partir
de la ARN polimerasa Il. El pri-miARN es escindido por el complejo microprocesador formado
por Drosha (ribonucleasa (RNasa) Ill) y la proteina de la regién critica del gen 8 del sindrome
DiGeorge (DGCRS, por sus siglas en inglés), resultando en un precursor en forma de horquilla
(pre-miARN) exportado fuera del ndcleo por la exportina 5, una proteina RanGTP
dependiente. En el citoplasma, una RNasa denominada Dicer, junto con una proteina de union
a ARN en respuesta a transactivacion (TRBP, por sus siglas en inglés), escinde el pre-miARN
transformandolo en un miARN de doble cadena. Una de las hebras es degradada, mientras
gue la otra hebra funcional se ensambla con las proteinas Argonauta (AGO) en el complejo
silenciador inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés), conduciendo al silenciamiento
del ARN mensajero (ARNm) diana mediante dos mecanismos: inhibiendo la traduccion y/o
provocando su degradacién?®?’, La eleccién de uno de estos dos mecanismos depende de la
complementariedad de bases entre el mMiIARN y el ARNm diana, llevando a la degradacién del
ARNmM en caso de perfecta complementariedad entre ambas moléculas o, por el contrario,
inhibiendo su traduccién en aquel escenario donde ambas secuencias no muestren una
complementariedad absoluta?. La interaccion especifica del miARN con el ARN mensajero
diana tiene lugar en la regién no traducida del extremo 3’ del ARNm (3’ UTR)?. Debido a su
actuacién a nivel postranscripcional sobre el ARNm, los microARNs juegan un papel

importante en la regulacion postranscripcional de diferentes genes.

Se estima que el genoma humano codifica alrededor de 1.000 miARNSs. Debido a que el
namero de ARN mensajeros es de aproximadamente 30.000, cabe estimar que un Unico

miARN puede regular y tener como diana a cientos de ARN mensajeros?.

La regulacién de los miARNSs tiene lugar mediante procesos similares a los encargados de la

regulacion de otros ARNs, como son la activacion e inhibicion transcripcional, la represion



epigenética o el control de su tasa de degradacion?®. Polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP, por sus siglas en inglés) en los genes que codifican los mMiIARNs pueden alterar la
biogénesis de estos e influenciar de esta manera en la seleccién de dianas y en la
consiguiente susceptibilidad de desarrollar un tipo de cancer®. Alrededor de un 50% de los
genes codificantes de miARNSs se localiza en regiones del genoma asociadas al desarrollo
de un proceso tumoral, lo que conlleva que ciertos miARNs puedan desempenfiar un papel

crucial en su patogénesis®..
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Figura 1. Biogénesis y funcion de los miARNs?’.

En el cancer, los microARNs se comportan principalmente de dos modos: actuando como
oncogenes o participando como genes supresores de tumores, dependiendo del tipo de gen
gue regulen y encontrandose generalmente sobreexpresados o silenciados respectivamente.
Debido a su funcién como reguladores de procesos de proliferacion y apoptosis, los miARNs
se convierten en herramientas de utilidad en el diagnéstico y tratamiento de diferentes tipos
de cancer. Los miARNs que actian como oncogenes, también llamados “oncomirs”, inducen
el desarrollo tumoral mediante la inhibicion de genes supresores tumorales y/o a través de la
supresion de genes encargados del control de la diferenciaciéon y la apoptosis. Por su parte,
los miARNSs que actian como genes supresores de tumores son los responsables de frenar
el crecimiento tumoral por su accién inhibitoria sobre los oncogenes y/o genes que controlan

la diferenciacién y la apoptosis™®.

Michael et al. (2003)%? publican un articulo en el que se reporta la primera asociaciéon entre

miARNs y el CCR, observando en él una expresion disminuida del miR-143 y miR-145 en



comparacion con tejido colorrectal normal. Debido al silenciamiento de estos miARNSs y
mediante la identificacion de sus genes diana, determinan la sobreexpresion de diversas
proteinas implicadas en la oncogénesis, lo que puede explicar el proceso tumoral colorrectal.
Desde entonces, a través de diferentes bases de datos de microARNSs, se han identificado
diversos miARNs implicados en el CCR y, concretamente, en su progresion hacia la

metastasis hepatical’.

La alteracion de ciertas vias de sefializacion como la via Wnt/Bcatenina, la ruta mediada por
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), la via de
sefalizacién del factor de crecimiento transformante beta (TGF(, por sus siglas en inglés) y
la via del gen TP53, ha demostrado tener un papel clave en el crecimiento, invasiéon y
metastasis del CCR. Por otra parte, el gen APC (Adenomatous polyposis coli) es un gen
supresor tumoral con efecto inhibitorio sobre la via de sefalizacion Wnt/Bcatenina que
aparece mutado en un 90% de los casos de CCR, lo que contribuye al desarrollo tumoral y al
proceso metastasico. Existen diversos estudios en los que se identifican miARNs implicados
en la alteracion de la sefalizacion APC/Wnt/ Bcatenina, ya sea por accion inhibitoria sobre el
gen APC (miR-135a/b, miR-494, miR-19a) y la activacién de la via Wnt (miR-21, miR-155,
miR-103a, miR-1827, miR-145, miR-34a) o indirectamente a través de otros miembros de esta

via de sefalizacion'’.

A su vez, los miARNs implicados en la alteracién de estas vias se clasifican como miRs
oncogénicos o miRs supresores tumorales, cuya sobreexpresién o silenciamiento
respectivamente se relaciona con la progresion del cancer colorrectal'’. Un estudio llevado a
cabo por Asangani et al. (2008)* expone el miARN-21 como un miR oncogénico responsable
de la invasion e intravasaciéon de células colorrectales tumorales, contribuyendo al proceso
metastasico. Concretamente, investigan el silenciamiento por parte de este miARN del ARNm
responsable de codificar la proteina de muerte celular programada 4 (Pdcd4, por sus siglas
en inglés), una proteina supresora tumoral encargada de inhibir la iniciacion y progresion
tumoral. Ademas, Liu et al. (2018)%** demuestran que Pdcd4 es capaz de inducir la apoptosis
mediante la supresion de la via Wnt/Bcatenina, por lo que el silenciamiento del gen que
codifica Pdcd4 por parte del miR-21, segun el estudio desarrollado por Asangani et al.
(2008)*3, llevaria a la activacion de esta via de sefializacion y, por consiguiente, a la promocion

del proceso tumoral.

Por otra parte, Geng et al. (2014)*® determinan mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-gPCR, por sus siglas en
inglés) que lineas celulares de céncer de colon con potencial capacidad metastasica
(HCT116, RKO, RCA y GEO) muestran una expresion del miARN-192 (un miR supresor



tumoral) cien veces menor que lineas celulares con bajo o nulo poder metastasico (FET y
HCT116b), lo que conduce a la posible correlacion inversa entre este miARN y el desarrollo
de metéastasis. Estos autores demuestran que el silenciamiento del miARN-192 en células
colorrectales tumorales conduce a la sobreexpresion de tres genes prometastésicos (Bcl-2,
Zeb-2 y VEGFA)®, cuya expresion a su vez puede verse afectada por la activacion o inhibicion
de la via de sefalizacion Wnt/Bcatenina®**’. La sobreexpresion de Bcl-2, Zeb-2 y VEGFA se
traduce en una disminucion de la apoptosis, una reduccion de la expresién de E-cadherina 'y
un incremento de la angiogénesis respectivamente, tres pasos clave en el proceso
metastasico®. Geng et al. (2014)* sefialan una reduccioén significativa de los niveles del
mMiARN-192 en pacientes con CCR en estadio IV comparado con estadios mas tempranos
[Figura 2], lo que contribuye a su utilidad como biomarcador diagnoéstico de la metastasis

hepatica de origen colorrectal.
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Figura 2. Expresion del miR-192 en muestras de 22 individuos sanos y 29 pacientes con diagndstico
de CCR en diferentes estadios. *p<0.02, **p<0.004, **p<0.001. Los resultados se expresan como

media + error estandar de la media, obtenidos por RT-qPCR®*.

3.2.1. Exosomas como vehiculos de microARNs en la metéstasis hepatica de origen

colorrectal

Los exosomas son pequeias vesiculas extracelulares (VES) secretadas por la mayor parte de
las células, incluidas las células tumorales. Se originan a partir de la fusién de cuerpos
multivesiculares procedentes del sistema endosomal junto con la membrana plasmatica de la
célula. En el interior de estas vesiculas se pueden cargar diferentes biomoléculas como
lipidos, proteinas 0 miARNS, siendo estas Ultimas las mas estudiadas por su implicacién en la
progresion del cancer. El contenido de los exosomas es transferido hacia células aceptoras

de un érgano distinto del que se originaron2.



Una de las principales caracteristicas de los exosomas liberados por las células tumorales es
su organotropismo, esto es, la afinidad de estas vesiculas por érganos especificos. Este
hecho sucede debido a la presencia de ciertas moléculas en su membrana, lo que contribuye
a su direccién hacia ciertos 6rganos diana, en los cuales se encuentran sus respectivos
ligandos especificos®. Tal como se ha comentado anteriormente, en la metastasis hepatica
de origen colorrectal el mecanismo de interaccidén ligando-receptor entre los receptores de
guimiocinas CXCR4 y CCR6 (sobreexpresados en células colorrectales tumorales) y sus
respectivos ligandos SDF-1 y MIP-3a (localizados en el higado), sucede también por medio
de exosomas'®!’. Wang et al. (2015)*° demuestran que la inyeccién intravenosa in vivo de
exosomas liberados por una linea celular de céancer de colon con potencial capacidad
metastasica a higado (HT-29) promueve la metastasis hepatica del CCR mediante el
incremento de la expresion del receptor CXCR4 en diferentes células estromales,
favoreciendo por consiguiente su reclutamiento en el higado con el fin de generar un

microambiente metastasico favorable.

Debido a la secrecion de exosomas por diversidad de tipos celulares, resulta imprescindible
disponer de marcadores especificos que ayuden a la caracterizacion de los exosomas segun
su procedencia. Un estudio llevado a cabo por Teng et al. (2017)*, publicado en la revista
Nature, consigue dicha diferenciaciéon mediante la transfeccién de vectores plasmidicos con
secuencias lentivirales en la linea celular de carcinoma de colon murino CT26 [Figura 3].
Dichos vectores expresan la biotina ligasa BirA y un marcador de membrana (GlucB)
consistente en una proteina luciferasa (Gaussia luciferasa) fusionada a un péptido aceptor de
biotina y localizado tanto en la membrana plasmatica de la célula como en los exosomas
secretados. Este marcador de membrana permite la visualizacion de los exosomas secretados
por la linea celular CT26 mediante imagenes multimodales, esto es, mediante la integracion
de diferentes técnicas de imagen*'. Gaussia luciferasa, un tipo de enzima bioluminiscente,
cataliza la oxidacion de una luciferina conocida como coelenterazina®*?, emitiendo una fuerte
sefial bioluminiscente. El marcador, por su parte, es biotinizado en las células en presencia
de la biotina ligasa tras la union de la biotina al péptido aceptor de biotina. Una vez fusionada
la biotina, se conjuga con la estreptavidina, una proteina de gran afinidad por la biotina,
facilitando su observacion a través de la tomografia mediada por fluorescencia (FMT, por sus
siglas en inglés)*'*3. De esta manera, se plantea la posible utilidad de estos marcadores para
monitorizar in vivo los exosomas secretados por células colorrectales tumorales a través de
organos o fluidos biol6gicos, pudiendo visualizar los principales 6rganos diana a los que se

dirigen a formar un nuevo tumor*,

Una vez aislados los exosomas especificos que llevan a la metastasis hepatica de origen

colorrectal, es de utilidad identificar su contenido en miARNs. Mediante técnicas de RT-qPCR,



Teng et al. (2017)* detectan que la mayor parte de miARNs ensamblados y transportados en
el interior de los exosomas liberados desde células tumorales son miARNs supresores
tumorales, mientras que los miIARNs oncogénicos permanecen en dichas células. Esto explica
el hecho por el cual, generalmente, los miARNs supresores de tumores se encuentran
silenciados en las células tumorales y los miARNs oncogénicos aparecen sobreexpresados.
Sin embargo, existen excepciones, como es el caso del miR-21** y el miR-328'", miARNs
oncogénicos cuyos niveles estdn aumentados en los exosomas secretados por células

tumorales colorrectales, asociandose a la progresion del CCR hacia la metastasis hepatica.

Lentivirus
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Figura 3. Representacion esquematica del aislamiento de vesiculas extracelulares (VES) procedentes

Biotin acceptor peptide

de la linea celular de carcinoma colorrectal CT26, transfectada con vectores plasmidicos con
secuencias lentivirales que expresan la biotina ligasa BirA y un marcador de membrana (GlucB)
consistente en una proteina luciferasa (Gaussia luciferasa) fusionada a un péptido aceptor de

biotina*™.

Teng et al. (2017)* revelan el poder del miARN-193a en promover la progresion del CCR
hacia la metastasis hepatica. Tras analizar los exosomas procedentes del plasma de 40
pacientes con CCR, determinan que aquellos con diagnéstico de metéstasis hepatica (25
pacientes) presentan niveles mas elevados de miARN-193a en su interior (segun analisis de
RT-gPCR) comparado con los que no presentan metastasis hepatica al inicio del estudio (15
pacientes). Ademas, observan que la proteina de béveda principal (MVP, por sus siglas en
inglés) es la responsable del transporte de este miARN desde las células tumorales hasta los
exosomas, aumentando asi la progresion del CCR [Figura 4]. Este hecho se apoya en el
incremento de los niveles de miARN-193a en la linea celular colorrectal tumoral CT26 si se

silencia la proteina MVP mediante el sistema CRISPR/Cas9.

El miIARN-193a es un microARN supresor tumoral que, mediante su unién a la region 3’ UTR
del ARNm de Caprinl [Figura 4], detiene el ciclo celular en la fase G1, impidiendo la

proliferacion. El ensamblaje del miARN-193a en exosomas provoca su silenciamiento en las
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células del tumor primario, perdiendo su capacidad supresora de tumores y permitiendo, por
tanto, la accién de Caprinl en la promocion del ciclo celular*'. Hejazi et al. (2020)*° determinan
gue el miIARN-193a regula, ademas, la expresion de genes relacionados con el proceso de
transicion epitelial-mesenquimal, disminuyendo la expresiéon de vimentina (una proteina
implicada en el estado mesenquimal) y de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9, por sus
siglas en inglés). Estos autores exponen una estrategia terapéutica combinada mediante la
reposicion del miARN-193a en las células tumorales colorrectales y el empleo del
antineoplasico paclitaxel (Taxol®), proponiendo una terapia prometedora en el futuro del
CCR®,

Liver

Exosome Exosome
MVB < Nucleus A ey Nucleus
miR-193a Y MVP
A
glnsc -7 ! _
Caprini e CyclinD1/2 Caprint Lo CyclinD1/2
c-myc , s c-myc
Pre-metastasis cell Tumour metastasis cell
A Caprin1 (target of miR-193a)
A\ miR-193a
MVP (transport of miR-193a)
Exosome
Blood vessel Colon

Figura 4. Representacion grafica del desarrollo de metastasis hepatica de origen colorrectal mediante

la exportacion del miR-193a en exosomas via MVP. MVB; cuerpos multivesiculares®.

Otro ejemplo relevante de miARN supresor tumoral presente en mayores cantidades en los
exosomas de pacientes con metastasis hepatica es el miR-126*!. Liu et al. (2014)* asocian
la expresion disminuida del miR-126 en las células colorrectales tumorales con un mal
prondstico del CCR, debido principalmente a la sobreexpresion del receptor CXCR4 en dichas

células.

Con respecto a los miARNs oncogénicos, Shao et al. (2018)* detectan exosomas portadores
del miR-21 liberados por células de carcinoma colorrectal y demuestran que este miARN

induce laliberacion de la interleucina 6 (IL-6) por las células de Kupffer (macrofagos residentes
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en el higado) mediante el receptor tipo Toll 7 (TLR7, por sus siglas en inglés) presente en
estas células. Asimismo, la induccién del miR-21 por parte de IL-6 en el higado contribuye al
potencial oncogénico del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3, por
sus siglas en inglés), el cual ha demostrado a su vez incrementar la produccion de IL-6 por
parte de los macrofagos hepaticos. Ademas, se detecta a nivel hepatico un incremento de los
miembros de la familia de proteinas ligadoras de calcio S100A y de las metaloproteinasas de
matriz extracelular (MMPs), asi como una disminucién de la apoptosis, contribuyendo al
proceso metastasico [Figura 5]. Por tanto, la generacion de este microambiente pro-
inflamatorio favorece la supervivencia de las células colorrectales tumorales en el higado,

conduciendo a la colonizacién y establecimiento de la metastasis hepéatica.

Colon Liver
‘d& CRC primario _
& Vaso sanguineo 0 o 3 L 6 T
’ Célula tumoral 0‘ =
‘ colorrectal
circulante f
QO  vEmR-21 @ ) |:> mIR 21
Células de Kupffer
activadas L 6 T
LR S100A Family T
FFN“ MMPs Family 1
Mediadores .
) ; Apoptosis |
inflamatorios

Figura 5. Representacion grafica del establecimiento de un nicho premetastasico inflamatorio en el
higado mediado por el miR-21 contenido en exosomas liberados por células colorrectales

tumorales*.

3.2.2. Implicacidén de la metilacion en la desregulacién de microARNs

La expresion de miARNs en el CCR se encuentra alterada y dicha desregulacién puede ser
debida a mudltiples causas, tales como mutaciones génicas, anomalias cromosémicas o
cambios epigenéticos. Estos ultimos requieren especial atencién debido a la regulacion de la
expresion de miARNs mediante la metilacion en las islas CpG (secuencias ricas en citosina-

guanina) de las regiones promotoras que controlan la transcripcion de miARNs¢47":

Un ejemplo de miARN donde la metilacion juega un papel clave en la progresion del CCR
hacia la metastasis hepética es el miARN-200c, relacionado con el proceso de transicién
epitelial mesenguimal*®. Mediante la unién del grupo metilo en el carbono 5’ de la citosina la
expresion de genes queda silenciada®®. Por tanto, debido a la hipermetilacion, las células

colorrectales del tumor primario presentan una expresion minima del miARN200c, lo que
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conduce a la sobreexpresion de sus genes diana (ZEB1, ETS1 Y FLT1), normalmente
silenciados por la accién de este miARN. Estos genes son inductores de la EMT y su expresiéon
conlleva una disminucion de la proteina de adhesion E-cadherina, ademas de una
sobreexpresion de la vimentina. La pérdida de E-cadherina provoca la disminucién de la
adhesion entre las células, proporcionandoles libertad de movimiento hacia otros érganos,
como el higado, donde pueden originar focos metastasicos*®. Para que el proceso de
metastasis sea efectivo las células epiteliales que han pasado a su forma mesenquimal tienen
gue volver a su estado epitelial, con el fin de recuperar su capacidad proliferativa y crecer en
este nuevo Organo, proceso denominado transicion mesenquimal epitelial (MET, por sus
siglas en inglés)®. Se determina que el mMiIARN200c desempefia también un papel crucial en
este segundo escenario, donde la hipometilacion de las regiones promotoras provoca la
recuperacion de su expresién, silenciando sus genes diana inductores de la EMT. De esta
manera, se produce una elevada expresion de E-cadherina y una baja expresion de vimentina,
lo que conduce a una proliferacion de las células metastasicas en el higado, favoreciendo el

proceso metastasico”®.

Otros ejemplos relevantes son los miembros de la familia del miARN-34 (miR-34a, miR-34b y
miR-34c), miR supresor tumoral regulado por p53, una de las proteinas supresoras tumorales
mas importantes®!. Diversos estudios demuestran que la expresion de este miARN aparece
disminuida en células colorrectales tumorales®>°%, Esta desregulacién de su expresion parece
ser debida a la hipermetilacion de las regiones promotoras, segin un estudio realizado por

Roy et al. (2012)*, contribuyendo a la progresién del CCR.

Estos resultados conducen a la exploracion de moléculas capaces de desmetilar las regiones
promotoras de los genes de estos miARNSs. Azacitidina (Vidaza®) y decitabina (Dacogen®) se
presentan como agentes desmetilantes Gtiles en el tratamiento de neoplasias hematolégicas.
Cowan et al. (2010) demuestran, ademas, su actividad en ciertos tumores soélidos, pudiendo
ser de utilidad en el CCR. Sin embargo, su perfil de efectos adversos requiere consideracion®®.
Con respecto a la familia del miIARN-34, Roy et al. (2012)>* proponen un analogo sintético de
la curcumina (CDF, la curcumina difluorada) como agente desmetilante capaz de recuperar la
expresion de este miR y, por tanto, de reducir la expresion de su gen diana Notch-1,

atenuando la migracion de las células colorrectales tumorales hacia el higado.

3.3. Técnicas diagnosticas y sistemas de administracién de microARNs

Debido al limitado abordaje terapéutico frente a un paciente con metéstasis hepética a partir
del CCR, se abre la posibilidad de monitorizar en la clinica los niveles de miARNSs en el suero
o plasma de pacientes con un diagnoéstico de CCR, con el fin de evitar una deteccion tardia

de su progresion hacia la metastasis hepatica*!. Las técnicas clasicas para la deteccion de
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miARNSs incluyen RT-gPCR a tiempo real, Northern blot y microarrays. La primera de ellas
presenta una elevada sensibilidad y se considera la técnica de eleccién para la cuantificacién
de miARNSs. Con respecto a Northern blot, su alta especificad le convierte en una técnica de
interés para la deteccion de miARNSs, no obstante, se trata de un método tedioso y de alto
coste. Por su parte, la tecnologia de microarrays permite una deteccion rapida y de multitud
de genes simultaneamente, pero su mayor coste y su baja sensibilidad y especificidad limitan
su aplicabilidad®®. En la actualidad, el uso de genosensores electroquimicos (biosensores para
la deteccion especifica de acidos nucleicos) se presenta como alternativa a dichas técnicas
en la deteccién y monitorizacién de miARNSs. Este sistema se basa en la deteccion de miARNs
mediante secuencias complementarias de oligonucle6tidos y en su posterior transduccion en
una sefial eléctrica, procesada por sistemas electrénicos®’. Lusi et al. (2009)°¢ consiguen por
primera vez la deteccion del miARN-122 mediante un genosensor electroquimico, basado en
un método sin marcaje, a través de la oxidacion de la guanina tras la hibridacion de dicho
miARN con una sonda libre de guanina (sustituida por inosina). De esta manera, la oxidaciéon
de la guanina del analito genera una sefal eléctrica, detectada mediante voltametria de uso
diferencial. Se trata de una determinacion rapida, costo-efectiva, no radiactiva y ultrasensible.
Ademas, el hecho de no requerir marcaje evita el empleo de sustancias potencialmente
téxicas unidas a los miARNSs. Sin embargo, existen todavia ciertos retos a los que deben hacer
frente las técnicas diagnosticas de miARNs en un futuro, como son la similitud de las
secuencias entre los diferentes miARNs y su corta longitud, complicando el disefio de

secuencias complementarias de deteccion®®.

Por otra parte, el descubrimiento de miRs oncogénicos sobreexpresados y miRs supresores
tumorales silenciados conduce al desarrollo de moléculas capaces de inhibirlos (antagonistas
de miARNs (anti-miRs)) y de reponerlos (miARN mimicos) respectivamente®®. Uno de los
factores que influye en la eficacia de los miARNs es la expresion de ciertas enzimas
involucradas en su procesamiento, como el complejo RISC o la enzima Dicer. En ciertas
células tumorales la expresion de estas enzimas aparece silenciada, llevando a una incorrecta
formacion de los miARNs. Este hecho se podria evitar mediante el empleo de miARNSs
maduros como agentes terapéuticos, de manera que sean independientes de las enzimas

procesadoras®®.

La terapia basada en miARNs ofrece una serie de ventajas frente a las terapias
convencionales. Principalmente, permite el desarrollo de terapias personalizadas en funcién
del perfil de miARNs desregulados en las células tumorales del paciente®. Por otra parte, su
capacidad de actuacion multidiana los convierte en agentes terapéuticos de interés en el
proceso metastasico, caracterizado por la desregulacion de diferentes genes en sus diversas

etapas. Sin embargo, dicha capacidad de union a diferentes ARN mensajeros requiere
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consideracion, ya que su administracion indiscriminada conduciria al bloqueo de la sintesis
de diferentes proteinas, llevando a la aparicion de serios efectos adversos®:. Por este motivo,
ademas de por su inestabilidad en el suero y su incapacidad para atravesar membranas
bioldgicas, es necesario el desarrollo de sistemas de administracion especificos con el fin de
lograr la incorporacion de miARNs y de sus antagonistas en las células diana especificas.
Como consecuencia, se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas de administracion
basadas en miARNSs, distinguiéndose principalmente aquellas de administracién local y

sistémica®®.

Los sistemas de administracién local se basan tanto en la inyeccion intratumoral de vectores
de miARNs como en la administracion de sistemas de nanoparticulas especificamente en el
tumor que se quiere tratar. No consiste en una opcién Util en canceres metastasicos, por lo
que su utilidad queda limitada a tumores facilmente accesibles, como el melanoma no
metastasico, con la ventaja frente a la administracion sistémica de una reducida toxicidad en

érganos sanos no diana®®.

Con respecto a la administracion sistémica, las reacciones de inmuno y neurotoxicidad a
través de receptores tipo Toll (TLR) son los eventos adversos que requieren mayor atencion,
pudiendo limitar su aplicabilidad®®. Se estan investigando diferentes estrategias para la
administracion segura y eficaz de miARNs®>® y anti-miRs®? en aquellos tumores donde se
persiga recuperar o silenciar la expresion de los miARNs respectivamente. Principalmente,
cabe destacar las modificaciones quimicas y los sistemas de administracion virales y no

virales®9:62.63,

Modificaciones quimicas en el grupo 2’ OH: Se trata de un grupo hidroxilo presente en la

posicién 2’ del anillo de ribosa de los nucledtidos, susceptible al ataque de las nucleasas de
la circulacion sanguinea. Mediante la metilacion (2°0O-Me) o la incorporacion de un grupo
metoxietilo (2°70O-MOE) en este grupo hidroxilo, se ha observado un incremento de su

estabilidad frente a la degradacién por parte de las nucleasas® .

Sistemas virales de administracion de microARNs: Diferentes virus (adenovirus, lentivirus,

retrovirus) pueden ser utilizados como vectores para la administracion de miARNs o anti-miRs.
La encapsulacion de los genes de interés en el vector viral provoca, tras la infeccion viral, su
integracion en el genoma de la célula diana (en el caso de retrovirus y lentivirus) o la
incorporacion del gen en el ndcleo de la célula en forma extracromosomica (si se utilizan
vectores adenovirales). Con el fin de lograr una seleccién especifica de las células diana
tumorales donde se desee transducir el material genético de interés se pueden realizar

modificaciones genéticas en la capside virica, de manera que el vector tenga afinidad por
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receptores especificos de células tumorales. A pesar de su eficacia, el potencial caracter
inmunogénico y la posible reactivaciéon viral los convierte en herramientas menos seguras

frente a los sistemas de administracion no virales®°.

Sistemas de administracion no viral de microARNs: A pesar de su menor eficacia en la

transfeccién celular de miARNs, en comparacién con vectores virales, existen diversas
publicaciones®®° en las que se demuestra su potencial para reducir la metastasis hepatica de
origen colorrectal. Diversos estudios in vitro analizan la efectividad de la encapsulacion del
miARN-34a en nanoparticulas en cuanto a su penetrabilidad en la célula, su liberacién desde
la nanoparticula y su capacidad de actuacion sobre el ARNm diana [Figura 6]%*. MRX34, una
nanoparticula lipidica anfotera liposomal cargada con mimicos del miARN-34, consiste en la
primera terapia basada en miARNs desarrollada®. En el afio 2013, su seguridad,
farmacocinética y farmacodinamia fue evaluada en un ensayo clinico (NCT01829971)% en
fase I, abierto y multicéntrico. Participaron 155 pacientes con diagnéstico de 7 tipos diferentes
de cancer, incluyendo hepatocarcinoma primario irresecable o con metastasis hepatica a partir
de otros tumores primarios. El régimen de dosis consistié en la administracion intravenosa de
MRX34 durante 5 dias, seguida de dos semanas de descanso, durante 3 ciclos. Sin embargo,
este estudio no prosigui6é debido a la aparicion de serios eventos adversos inmunolégicos en
5 casos®. A pesar de ello, otros estudios han continuado investigando su papel como terapia
oncoldgica, debido a que la amplia distribucion del miARN-34 en distintos érganos conlleva
gue MRX34 pueda ser de utilidad en diversos tipos de cancer si se consigue la seguridad en
su administracién®*.

0%, it
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Intracellular
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Figura 6. Administracion sistémica del miR-34a encapsulado en nanoparticulas, lo que permite
atravesar membranas bioldgicas y penetrar en el interior celular, donde se libera el miR-34a. Tras su
liberacion, se une a la regién 3’ UTR del ARN mensajero diana, provocando su degradacién o
inhibiendo su traduccién®*,
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Marquez et al. (2018)% desarrollaron unas nanoparticulas de sulfato de condroitina (CS),
oleilamina (OA) y monooleato de sorbitano (SP), que conjugadas con el miARN-20a, [Figura
7] se dirigen especificamente a las células endoteliales de los sinusoides hepaticos (CESHSs),
uno de los primeros tipos celulares en el higado en entrar en contacto con las células
metastasicas de origen colorrectal. Se trata de un material biocompatible y biodegradable con
afinidad por los receptores de acido hialurénico y de manosa, presentes en las CESH. El
estudio se centra en la restauracion del miARN-20a silenciado en las CESH debido a que el
silenciamiento de este miR se relaciona con la activacion de las CESH tras su interaccién con
las células de origen colorrectal. En concreto, el silenciamiento del miR-20a produce una
sobreexpresion de las proteinas E2F1 y ARHGAPL en las células endoteliales, lo que provoca
un aumento en la proliferacion y migracion de dichas células hacia el foco metastasico,
favoreciendo la angiogénesis. La restauracion del miARN-20a en las CESH mediante
nanoparticulas resulta en una reduccién del 80% de la metastasis hepatica in vivo,
restringiendo su vascularizacion. Este resultado es esperanzador y sitia al miARN-20a como
potencial herramienta terapéutica en la metastasis hepatica de origen colorrectal como terapia

complementaria.

miR-20/pEGFP

Figura 7. Diagrama esquematico de la composicion de

la nanoparticula conjugada con miR-20a%.

Cada vez se desarrollan mas estudios focalizados en crear sistemas de administracion
especificos que conduzcan a los miARNSs o a sus antagonistas hacia su lugar diana. Una de
las nuevas estrategias terapéuticas con potencial auge en un futuro préximo es el empleo de
células madre mesenquimales como sistemas de transporte de miARN mimicos y anti-miRs.
Estas células presentan un tropismo especifico por la region diana, ademas de un eficiente
transporte y liberacion de su contenido a través de la formacion de uniones tipo gap con la

célula diana o mediante la secrecion de exosomas. Asimismo, su bajo poder inmunogénico
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las convierte en objeto de interés como sistemas de administracién seguros en la terapia

basada en miARNs®%87,

4. Conclusién

El conocimiento de los mecanismos por los cuales los microARNs ejercen su funcion
reguladora de genes los convierte en potenciales herramientas diagndsticas y terapéuticas en
la clinica oncoldgica. La posibilidad de monitorizar los niveles de microARNs del suero o
plasma de un paciente con CCR supone poder lograr una deteccion precoz de esta
enfermedad, disminuyendo su capacidad de progresion hacia la metastasis hepéatica.
Ademas, la ausencia de una estrategia terapéutica completamente eficaz frente a pacientes
con metastasis hepética, junto con la deteccion de microARNs desregulados en el CCR y su
relacion con la progresion hacia dicha metastasis, ha conducido al desarrollo de terapias
basadas en microARNS, lo que proyecta un futuro esperanzador en la medicina personalizada
a través de terapias oncoldgicas individualizadas en funcion del perfil de microARNs de cada
paciente. Sin embargo, es necesario continuar investigando nuevos microARNs
desregulados, técnicas diagnésticas mas especificas y sistemas de administracion mas
seguros Yy eficaces, con el fin de explotar su potencial poder diagndstico y terapéutico en la

clinica.
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