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Expresion de microARNSs circulantes
como opcion para la deteccion de
cancer de prostata

Rodriguez-Baez A, Comoto-Santacruz DA,! Huerta-Nufiez LFE,* Campos-
Saucedo JG,? Estrada-Carrasco CE?

Resumen

ANTECEDENTES: los microARNs (miARNSs) son moléculas alteradas
del tejido tumoral prostético, incluso en casos de resistencia farma-
colégica. Los miARNs son importantes reguladores de la expresion
génica que participan en varios procesos patolégicos. Estas moléculas,
detectables en muestras sanguineas, funcionan como biomarcadores
de diagnéstico, prondstico y respuesta al tratamiento del cancer de
prostata.

OBJETIVO: determinar el perfil de expresion de los miARNs mediante
técnicas moleculares en pacientes con cancer de prostata.

MATERIALES Y METODOS: estudio de casos y controles, efectuado
en muestras de sangre de pacientes con diagnéstico de cancer de
prostata. Extraccion del ARN total del suero, sintesis de cADN, qRT-
PCR y analisis de la expresién de los miARNS.

RESULTADOS: se obtuvieron 20 muestras sanguineas para analisis
molecular de miARNs. El andlisis de la expresion de 62 miARNs
revel6 que 9 tuvieron expresion alterada, de éstos 5 estan reportados
en la bibliografia como marcadores de cancer de prostata resistente
a la castracion.

CONCLUSION: la identificacién de los miARNs mediante métodos no
invasivos es una opcion para detectar y diagnosticar cancer de prostata
y estimar el prondstico de los pacientes con riesgo de resistencia al
tratamiento farmacolégico.
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are important regulators of gene expression and they are involved in
various pathologic processes. These molecules have been reported
as diagnostic, prognostic, and treatment response biomarkers in
prostate cancer.

OBJECTIVE: To determine the microRNA expression profile through
molecular biology techniques in patients with prostate cancer.

MATERIALS AND METHODS: A case-control study was conducted
that analyzed blood samples from patients diagnosed with prostate
cancer for serum total RNA extraction, cDNA synthesis, qRT-PCR,
and microRNA expression analysis.

RESULTS: Twenty blood samples were collected for molecular
miRNA study. Sixty-two microRNAs were analyzed and 9 of them
were revealed to have altered expression. Five of those 9 are re-
ported in the international literature as castration-resistant prostate
cancer markers.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: There is clear evidence of the
relation between miRNAs and their function in pathologic processes.
For example, the miR-375 gene is related to proliferation and epi-
thelial-mesenchymal transition; miR-143 is related to migration and
invasion; and miR-31 is related to the androgen receptor. This could
improve the biomarkers already established in prostate cancer. The
identification of miRNAs through noninvasive methods is a useful tool
for the detection and diagnosis of prostate cancer, as well as for the
prognosis of patients at risk for developing drug resistance in relation
to their treatment.

KEY WORDS: MiRNA; Drug resistance; Gene expression
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ANTECEDENTES

El cancer de préstata es el tumor maligno mas
frecuente en hombres mayores de 50 afos de
edad. Esta neoplasia representa la primera causa
de muerte en varones de México.

A partir del decenio de 1980, con la introduc-
cién del antigeno prostético especifico, se ha
logrado establecer el diagndstico en etapas mds
tempranas y con ello implementar un tratamiento
potencialmente curativo.’

El porcentaje de hombres adultos, de 60 afios de
edad o mayores, a quienes se realizé la prueba
de deteccién de cancer de préstata por medio del

antigeno prostatico se mantuvo constante entre
2006y 2012 (10.4 vs 9.5%, respectivamente). In-
cluso se estimé que 2.5% de los hombres iguales
o mayores de 20 afios de edad acudieron en los
12 meses previos a la encuesta ENSANUT 2012
a realizarse la prueba de tacto rectal .

Un reto importante en la practica clinica es la
incapacidad de las pruebas de diagnéstico ac-
tuales, incluido el antigeno prostatico especifico
y la clasificacion histopatoldgica, para distinguir
entre tumores agresivos e indolentes.? El anti-
geno prostético especifico puede detectarse en
las secreciones prostaticas normales y sus con-
centraciones suelen elevarse en pacientes con
cancer de préstata.*> Durante mds de 20 afios las
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concentraciones séricas de antigeno prostatico se
han utilizado como un biomarcador del cancer
de préstata, lo que ha revolucionado el trata-
miento clinico de la enfermedad.® Sin embargo,
tiene limitaciones inherentes, como la falta de
especificidad, que resulta en sobrediagnéstico y
sobretratamiento del cancer de prostata.’

El National Cancer Institute (NCI) define “biomar-
cador” a una molécula biolégica detectada en la
sangre, fluidos corporales o tejidos, que puede
determinarse y evaluarse objetivamente como re-
sultado de un proceso biolégico normal-anormal
o alguna condicion patégena-enfermedad.

Un biomarcador puede utilizarse para fines de
seleccion, diagnéstico, prondstico y evaluacién
de la enfermedad, ademas de la prediccion-
seguimiento de la respuesta al tratamiento para
diversas intervenciones terapéuticas.”°

Entre los biomarcadores de cancer de prostata
alternativos estan los microARN (miARNs):
acidos ribonucleicos de aproximadamente 22
nucleétidos de longitud, no codificantes, im-
portantes reguladores de la expresién génica en
células eucariotas.!" (Figura 1).

Cada microARN tiene la capacidad de in-
teractuar por diferentes rutas celulares; en
consecuencia, los cambios en la expresién de
un pequefio nimero de miARNs pueden reflejar
la irregularidad de diversos procesos celulares,
segln la complejidad de la neoplasia. Ademads,
los miARNs son relativamente resistentes a la
degradacion por la RNasa, debido a su longitud
de secuencia corta, que aumenta su tiempo de
vida en muestras de suero y tejidos.'>"?

Las evidencias mas recientes sugieren que
los miARNs se encuentran en pacientes con
cancer de proéstata resistentes al tratamiento
farmacolégico, mediante la regulacién de la
via de senalizacién de andrégenos, apoptosis,

trasportadores de farmacos, transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) y células madre de la
neoplasia (CSC)." El receptor de andrégenos es
importante en la evolucion a cancer de préstata
resistente a la castraciéon (CPRC).'>1¢

Los primeros estudios relacionados con la alte-
racion de miARNs en pacientes con cdncer de
prostata se reportaron entre 2007 y 2008, con el
propésito de identificar los perfiles de expresion
de genes para establecer el diagnéstico, pronés-
tico y factores predictivos.'”'®

En pacientes con tumores de prdstata primarios
se ha informado la desregulacién generalizada
de miARNs comparados con tejidos sanos.
La alteracion de los perfiles de expresion de
miARN se ha relacionado con la evolucién del
cancer de prostata, agresividad, metastasis y
recurrencia.'®?'

Los miARNs pueden ser biomarcadores impor-
tantes en la deteccion del cancer de préstata en
etapas tempranas.?

El objetivo de este estudio es determinar, me-
diante técnicas de biologia molecular, el perfil
de expresién de miARNs en muestras de suero
de pacientes con cancer de prostata.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional, retrospectivo, transver-
sal y comparativo, de casos y controles, en el
que se evaluaron muestras sanguineas de pa-
cientes con diagndstico de cancer de préstata
(grupo de casos) versus pacientes sanos (grupo
control). Criterios de inclusién: sujetos con
diagnéstico de cancer de prostata primario,
con indicacién para prostatectomia radical,
mayores de 40 anos de edad, mexicanos. Cri-
terios de exclusién: pacientes con diagndstico
diferente de cancer de prostata. El estudio se
llevé a cabo en el Hospital Central Militar,
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Figura 1. Expresion génica de miARNs en células eucariotas.

entre octubre de 2014 y mayo de 2016, con
la aprobacién del Comité de Investigacion de
la institucion y el consentimiento informado
de cada paciente.

De cada paciente se obtuvieron 4 mL de
sangre. Cada muestra se centrifugé y del
suero se aislaron los componentes san-
guineos, para finalmente obtener T mL de
éste. Las muestras se almacenaron a -80°C
hasta su utilizacién. Se colectaron 200 pL
de suero para obtener el ARN total me-
diante el método tradicional con Trizol®
(Thermo Fisher Scientific). Posteriormen-
te, el ARN extraido de cada muestra se

cuantificé por espectrofotometria (Thermo
scientific nanodrop 1000).

Para la sintesis de ADN complementario
(cADN) se utiliz6 el dispositivo miScript II
RT kit® (Qiagen, Hilden, Germany), con el
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Una vez obtenido el cADN
se realizaron diluciones para igualar las
concentraciones en cada muestra biolégi-
ca, formar grupos de cADN de cada cinco
muestras y obtener como resultado final
cuatro grupos de muestras de los casos
(pacientes con cancer de préstata) y tres
grupos de muestras de los controles (pa-
cientes sanos). Se realizé la amplificacién
(replicacion) del material genético, en este
caso de los 62 miARNs que actualmente
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Cuadro 1. Expresion de miARNs reportados en la bibliografia

Relacion Nivel de expresion

Sobreexpresados
Cancer de préstata resistente a
la castracion
Subexpresados
Sobreexpresados
Cancer de préstata agresivo vs
ep & Subexpresados
no agresivo
Expresados
Marcadores séricos en sangre
Sobreexpresados

y plasma

Transicién epitelio-mesen-

- Expresion alterada

estan reportados en la bibliografia inter-
nacional relacionados con el cancer de
prostata primario, resistencia farmacoldgica
y biomarcadores de interés (Cuadro 1), de
cada grupo de muestras, mediante gRT-PCR
en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen,
Hilden, Germany), con la finalidad de eva-
[uar su nivel o grado de expresion.

miRNA
miR-135b-5p miR-361-5p miR-32-5p
miR-15a-5p miR-455-5p miR-148a-3p
miR-184 miR-616-3p miR-148a-5p
TmiR-21-5p miR-222-3p miR-378b
miR-221-3p miR-222-5p miR-378c
miR-30c-5p miR-32-3p miR-378a-3p
miR-378a-5p
miR-100-5p miR-27b-3p miR-34a-3p
miR-125b-5p miR-29b-3p miR-34c-3p
miR-128-3p miR-331-3p miR-34c-5p
miR-146a-5p miR-365a-3p miR-31-3p
miR-146b-5p miR-99a-5p miR-31-5p
miR-19b-3p -let-7c-5p miR-185-3p
miR-203a miR-124-5p miR-185-5p
miR-23b-3p miR-124-3p miR-205-5p
miR-34a-5p miR-205-3p
miR-9-3p
miR-145-5p miR-330-3p
miR-16-5p
miR-141-3p miR-19a-3p
miR-200b-3p miR-19a-5p
miR-375
miR-143-5p miR-34b-5p miR-200
miR-143-3p miR-200c-5p miR-203a
miR-34b-3p miR-200c-3p

La cuantificacién de la expresion de los
miARNSs identificados se determiné con la
férmula aritmética 24T, mediante la pla-
taforma en linea: http://pcrdataanalysis.
sabiosciences.com/mirna (Qiagen), con
valor estadisticamente significativo de
p>0.05 e 1C95%.
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RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se registraron
34 pacientes: 20 asignados al grupo de casos
(diagnéstico de cancer de préstata) y 14 al grupo
control (sanos).

El andlisis de la expresion de los 62 miARNS,
por medio de la plataforma pcrdataanalysis.sa-
biosciences.com/mirna, reporté 9 muestras con
expresion alterada, de las que cinco estan repor-
tadas como marcadores de cancer de préstata
resistente a la castracion (CPRC): miR-32-5p, miR-
455-4p, miR-184, miR-31-5p y miR-200b-3p, 3
relacionados con apoptosis: miR-19b-3p, miR-
34a-5p, miR-32-5p y 3 relacionados con EMT:
miR-143-5p, miR-200b-3p y miR-375 (Cuadro 2).

DISCUSION

En este estudio se logré aislar, detectar y deter-
minar la expresion diferencial de miARNs en
muestras sanguineas de pacientes con cancer
de préstata versus sujetos sanos.

Los miARNSs identificados extracelularmente en
diversos fluidos corporales, incluida la sangre
(suero), se asocian con proteinas y lipoprotei-
nas, empaquetados dentro de las estructuras
celulares (exosomas, microvesiculas o cuerpos
apoptdsicos).?

Algunos estudios reportan distintos perfiles de
expresion de miARNSs alterados en el tejido tu-
moral prostatico versus tejido sano.?*?*

Brase y su grupo, en su estudio con muestras
de suero de pacientes con cancer de préstata
metastasico vs localizado (n=14), encontraron
5 miARNs sobrexpresados (miR-375, miR-9,
miR-200b, miR-141 y miR-516a-3p), que pos-
teriormente se validaron, ademds de identificar
miR-375 y miR-141 como marcadores de alto
riesgo de cancer de prostata.?

Cuadro 2. Expresién de miARNs en muestras de suero de pacientes con cancer de prostata

Referencia

73
(=}
=
<
-
=
=}
(=X
7]
=

reportada

Regulacion
reportada

Relacionado con

(=]
<
]
=
=
@
[
5

Muestra

3130

BTG2
PTEN, PI3K/AKT,

Tejido

1009.9 CPRC y apoptosis Sobreexpresado

Sobreexpresado  miR-32-5p

Suero

Ciclina D1

6.5 Apoptosis Sobreexpresado

Sobreexpresado miR-19b-3p

Suero

Sobreexpresado

CPRC
CPRC

2.5
3.61

Sobreexpresado miR-455-5p

Suero

33

Sobreexpresado

miR-184

Sobreexpresado

Suero

30,34

FOXM1, MCM2

AR, E2F1, E2F2, EXOT,

10.7  CPRC, receptor de andrégenos  Subexpresado Tejido

Sobreexpresado  miR-31-5p

Suero

30,35

E-caderina

Tejido

Subexpresado

on e invasion

159.79 EMT, migraci

Sobreexpresado miR-143-5p

Suero

30,33,36

Lineas celulares y suero

Subregulado

m|R—32p00b— 72.5 CPRC, proliferacién y EMT

Sobreexpresado

Suero

25,30,33

Suero

Sobreexpresado

EMT y proliferacion

0.22
0.12

miR-375
miR-34a-5p

Subexpresado

Suero

37

BLC2, SIRT1

Lineas celulares

Subexpresado

Apoptosis

Subexpresado

Suero
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CPRC: cancer de proéstata resistente a la castracién; EMT: transicién epitelio-mesenquimal.
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En el estudio aqui comunicado se identificaron 9
miARNs de los que siete se encontraron sobrex-
presados (miR-32-5p, miR-19b-3p, miR-455-5p,
miR-184, miR-31-5p, miR-143-5p, miR-200b-
3p) y 2 subexpresados (miR-375, miR-34a),
teniendo en comun con otros estudios el gen
miR-375.

Un ensayo efectuado por microarreglos y reac-
cién en cadena de la polimerasa-transcriptasa
reversa, cuyos perfiles de miARNs se analizaron
en el suero de un modelo de ratén de cancer de
préstata, identificaron como biomarcadores de
la enfermedad: miR-141, miR-298, miR-346 y
miR-375.2° En el estudio de Lodes y sus cola-
boradores, también confirmaron la expresién
de miR-141 y miR-375 en el suero y plasma
de pacientes con cdncer de prostata, respecti-
vamente.?”

De acuerdo con otros estudios, el analisis de
expresion alterada de miARNs en pacientes con
cancer de prostata revel6 que los genes miR-141,
miR-200b y miR-375 participan en el control
de la expresion del receptor de andrégenos, la
plasticidad de la membrana celular®® y la repa-
racion del ADN, respectivamente.? Estos datos
coinciden con los genes miR-200b y miR-375
detectados en nuestro estudio.

Una revisién demostré que los genes: miR-375
y miR-200b se relacionan con la proliferacion
celular, miR-375 se asocia con la transicion
epitelio-mesenquimal, miR-143 con la migracién
e invasién, miR-31 con el receptor de androge-
nos y miR-32 con la apoptosis.*®

Es importante continuar con la investigacion e
identificacion de miARNs como biomarcadores,
con la finalidad de incrementar la sensibilidad
y especificidad de las pruebas diagnésticas
actuales para poder disponer de una técnica
complementaria para diagnosticar pacientes con
cancer de préstata.

CONCLUSIONES

La identificacion de miARNs, mediante métodos
no invasivos, es una técnica (til para establecer,
oportunamente, el diagnéstico de cancer de
prostata y, de esta manera, evaluar el prondsti-
co de los pacientes con riesgo de resistencia al
tratamiento farmacolégico.

Proyecto A022 “Investigacion y desarrollo militar
en coordinacién con universidades, instituciones
de educacién superior y otros centros publicos
de investigacién”.
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