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PALABRAS CLAVE Resumen El neuroblastoma (NB) es el tumor sdlido mas comdn en nifos y adolescentes y
Neuroblastoma; representa hasta un 15% de la muerte infantil asociada al cancer. Tiene su origen en el sistema
Epigenética; nervioso simpatico y su comportamiento puede llegar a ser muy agresivo y no responder a los
MicroRNA tratamientos actuales. En esta revision se recogen nuevas alternativas terapéuticas basadas

en la epigenética, es decir, en moduladores de la expresion génica como los microRNAs y su
potencial aplicacion clinica en NB.
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Epigenetics; Abstract Neuroblastoma (NB) is the most common solid tumour in children and adolescents,

MicroRNA and accounts for up to 15% of all cancer deaths in this group. It originates in the sympathetic
nervous system, and its behaviour can be very aggressive and become resistant to current treat-
ments. A review is presented, summarising the new alternative therapies based on epigenetics,
i.e., modulators of gene expression, such as microRNAs and their potential application in the
clinical practice of NB treatment.
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Introduccion

El neuroblastoma (NB) es un tumor del sistema nervioso
simpatico. Es considerado un cancer embrionario y ocurre
mayoritariamente en nifos y adolescentes. Se estima que
en Europa se diagnostican unos 15.000 nuevos canceres
pediatricos cada afo, siendo aproximadamente el 8-10%
neuroblastomas, alcanzando una incidencia de 1,8 casos por
millén. EL NB representa el 15% de todas las muertes por
cancer en ninos y es el tumor embrionario con menor super-
vivencia relativa a los cinco afos'. Aparece con frecuencia
en una de las glandulas adrenales, pero también puede origi-
narse en tejidos nerviosos del area cervical, torax, abdomen
y pelvis. Los pacientes con NB se asignan a diferentes grupos
de riesgo en funcion a las variables clinico-patoldgicas que
presentan, como puede ser el estadio (clasificacion ISSN), la
edad al diagnostico, la amplificacion del oncogén MYCN, la
histologia de tumor (clasificacion Shimada) y la ploidia del
ADN.

Mientras que la supervivencia de los pacientes de bajo
riesgo e intermedio es excelente, los pacientes de alto riesgo
tienen mal prondstico y requieren regimenes intensos de
quimioterapia. A pesar del tratamiento intensivo, mas del
60% de los nifios con NB no se curan?>.

Tratamiento para los neuroblastomas de alto
riesgo

La secuencia del tratamiento que se aplica a los NB de alto
riesgo consiste en 4 fases: induccion, control local, consoli-
dacion y tratamiento de la enfermedad residual con agentes
biolégicos®. El régimen de induccién consiste en una com-
binacion de antraciclinas, agentes alquilantes, compuestos
de platino e inhibidores de la topoisomerasa 1, al que se
le llama COJEC (cisplatino, vincristina, carboplatino, etopo-
sido y ciclofosfamida). Se suele administrar en 8 ciclos de 10
dias de duracion. Este periodo de quimioterapia intensa esta
enfocado a reducir el tamano del tumor primario (control
local) para facilitar su reseccion quirdrgica’. Tras la cirugia,
el tratamiento entra en la fase de consolidacion con altas
dosis de quimioterapia mieloablativa (busulfan, melfalan),
seguido de un autotrasplante de células madre hematopo-
yéticas. Tras la recuperacion, se aplica radioterapia focal en
el lugar del tumor primario, asi como en lugares con focos
metastasicos.

Por ultimo, se recurre al uso de agentes biologicos para
el tratamiento de la enfermedad residual como anticuer-
pos dirigidos contra antigenos especificos del NB (p. ej.,
anti-GD2) y el acido 13-cis-retinoico como agente diferen-
ciador, solo o en combinacion con IL-2, que ayuda a activar
el sistema inmunitario.

Resistencia a la terapia

A pesar de los tratamientos secuenciales y combinatorios,
el 60% de los pacientes desarrollan recidivas y metastasis?>.
La progresion del NB de alto riesgo esta ligada a la adqui-
sicion de resistencia al tratamiento, lo que cominmente se
caracteriza como resistencia multiple a drogas (MDR, del
inglés multi drug resistance). La MDR suele deberse a varios

factores celulares y vias de senalizacion celular, siendo uno
de los mayores obstaculos para el éxito de la quimioterapia.
En la MDR participan elementos tipicos de los NB de alto
riesgo, como un incremento de la expresion de oncogenes
(p. €j., MYCN), aumento de la sefalizacidon por receptores
tirosina quinasa (TrkB/BDNF) o alteraciones en la funcion
de genes supresores de tumores (p. ej., p53)°°. También
se ha demostrado que elementos cruciales de las vias de
sefnalizacion apoptoética presentan una expresion o patrones
de activacién anormales'®'". Ademas, la quimiorresistencia
adquirida también puede ser causada por un incremento en
la expulsion celular de farmacos debido a la sobreexpresion
de transportadores de membrana del tipo ABC'%"3,

Debido a los multiples mecanismos que pueden desen-
cadenar la resistencia a las terapias convencionales en NB,
es probable que enfocar las terapias a Unica diana no sea
suficiente para tratar a los tumores con éxito. En este sen-
tido, seria deseable encontrar moléculas que fueran capaces
de afectar a multiples procesos celulares y asi mejorar la
respuesta terapéutica.

Terapias epigenéticas como nueva alternativa

La epigenética engloba diversos mecanismos de la regu-
lacion de expresion génica a través de modificaciones
estructurales de la cromatina (p. ej., metilacion del ADN,
acetilacion de histonas) y regulacion postranscripcional
mediante ARN no codificantes (p. ej., microRNA). En el NB se
han observado alteraciones en el patron epigenético de las
células tumorales, tales como alteraciones en la acetilacion
de histonas o metilacion aberrante en las regiones promo-
toras del ADN de genes concretos como la caspasa-8' o
en grandes fragmentos de cromosomas'”. Estas alteraciones
estan relacionadas directamente con la supervivencia de los
pacientes'®, con la capacidad metastasica de los tumores'’
o con la resistencia a terapia'®.

Asi pues, las terapias epigenéticas surgen como una alter-
nativa a los tratamientos convencionales y tienen como
objetivo revertir las alteraciones epigenéticas que pue-
dan estar contribuyendo a la agresividad de los tumores.
Un ejemplo de los primeros «farmacos epigenéticos» que
estan actualmente en fase clinica son los inhibidores de las
histonas deacetilasas (p. €j., acido valproico), que actual-
mente estan siendo probados en ensayos clinicos con efectos
beneficiosos para los pacientes y con efectos secundarios
minimos'®.

A la par de los farmacos moduladores de la estructura
o de la funcion de la cromatina, crece el interés por el
uso terapéutico de reguladores postranscripcionales, como
son los ARN no codificantes. A la cabeza de este tipo de
moléculas se hallan los microRNAs (miRNAs), que son ARN
no codificantes de pequeno tamano (18-25 nucledtidos) que
regulan la expresion génica a través de la interaccion directa
con sus genes diana en la region 3'UTR, impidiendo su tra-
duccion o induciendo su degradacion.

Génesis y funcion de los microRNAs

Los genes de miRNAs pueden estar localizados en secuencias
intergénicas, en intrones (también llamados mirtrons) o en
exones de genes codificantes como en los no codificantes.
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Su transcripcion puede ser llevada a cabo por la ARN poli-
merasa II-ll 'y transcribirse en unidades simples a partir de
su propio promotor, o bien en moléculas mas complejas de
2 0 mas miRNAs (llamadas clusters) a partir de un promo-
tor comdn. El transcrito inicial (llamado pri-miRNA) tiene
la estructura CAP (del inglés, caperuza o casquete) en el
extremo 5" y una cola de poliadeninas en el extremo 3'. Esta
molécula se pliega en forma de horquilla y es reconocida por
las enzimas DROSHA y DGCR8 que cortan los extremos de la
horquilla generando la forma precursora mas corta (~70-80
nucleotidos) llamada pre-miRNA. El pre-miRNA se exporta al
citoplasma gracias a la accion de la enzima XPO5 y se pro-
cesa por la endonucleasa DICER1 dando lugar a la molécula
funcional de doble cadena (18-25 nucleédtidos). Finalmente,
se separan las 2 hebras y se incorporan en el complejo mul-
tiproteico RISC (del inglés, RNA-induced signaling complex),
cuya funcion es dirigir a los miRNAs a sus ARNm diana. Ambas
hebras (-5p y -3p) pueden ser funcionalmente relevantes,
independientemente de su abundancia y estabilidad.

Generalmente, la forma madura del miRNA se une a la
region 3'UTR de sus genes diana a través de una secuencia
de 7-8 nucleotidos localizados en el extremo 5 del miRNA,
que se conoce como seed sequence, que tiene una alta com-
plementariedad con la secuencia del 3'UTR de su gen diana.
Una vez que el complejo RISC-miRNA se posiciona en el gen
diana, ocurre la inhibicion de la traduccién y/o la degrada-
cion del ARNm. En casos muy concretos, los miRNAs pueden
ejercer su papel regulador de la expresion uniéndose a la
region 5UTR?,

Uso de microRNAs como herramienta clinica

Existe un creciente nimero de estudios preclinicos basados
en miRNAs que han demostrado tener efectos mejorados,
aditivos o similares a los tratamientos convencionales. Su
uso puede suponer diferentes ventajas técnicas:

1. Los miRNAs son elementos reguladores que pueden afec-
tar a maltiples ARNm simultaneamente y, por tanto,
afectar a diferentes componentes de la misma via de
sefalizacién molecular o incluso a diferentes vias. Esto
minimiza la posibilidad de compensacion por otras vias
redundantes o por diferentes proteinas de la misma fami-
lia.

2. A diferencia de los ARNm, los miRNAs maduros ya son
directamente el producto funcional del gen, y no requie-
ren de otro tipo de regulacidén transcripcional para
ejercer su funcion.

3. Por ultimo, los miRNAs son estables en tejido congelado,
asi como en muestras de tejidos fijados en formalina
y embebidos en parafina (FFPE, del inglés formalin-
fixed paraffin-embedded). Ello permite la extraccion a
partir de biopsias clinicas y su cuantificacién por méto-
dos estandarizados como PCR cuantitativa, en cualquier
momento durante el tratamiento del paciente.

MicroRNAs y neuroblastoma

Lin et al. fueron de los primeros investigadores en observar
que el analisis de la expresion de un subconjunto de miR-
NAs permitia clasificar a pacientes de alto y bajo riesgo con

una elevada sensibilidad y especificidad?'. Actualmente, se
han identificado numerosos miRNAs que regulan las distin-
tas propiedades oncogénicas de los NB. En esta seccion nos
centraremos en destacar aquellos en los que hay evidencias
de efectos terapéuticos en modelos preclinicos (tabla 1).

MicroRNAs con funcién supresora de tumores

El primer ejemplo de miRNA que se consideré como supresor
del NB fue miR-34a??. Este miRNA se encuentra en la region
cromosomica 1p36 (comUnmente delecionado en NB) y esta
regulado por el gen supresor tumoral TP53%. Por tanto, la
estrategia terapéutica se dirige a restaurar los niveles de
este miRNA. De hecho, su sobreexpresion provoca una reduc-
cion de la proliferacion celular y un aumento de la muerte
celular por apoptosis, tanto in vitro como in vivo™.

Una de las primeras estrategias para identificar miRNAs
con potencial terapéutico fue analizando su expresion y
correlacion con distintos parametros de agresividad tumo-
ral. Siguiendo esta estrategia se identifico a miR-542, que
parece ser uno de los miRNAs con expresion mas baja en
NB y que con mas fuerza correlaciona con baja superviven-
cia. La sobreexpresion de su forma miR-542-5p en modelos
ortotopicos de NB causo6 una clara reduccion en el volumen
tumoral?. Recientemente, también se ha comprobado que
el tratamiento de ratones con xenotrasplantes de NB con
nanoparticulas cargadas con miR-542-3p también provoca
una disminucion de la proliferacion y aumento de muerte
celular por apoptosis en los tumores?®.

Otra de las estrategias utilizadas ha sido la del estudio
de miRNA que puedan estar modulando a genes o procesos
claramente implicados en NB. El primer caso obvio a estu-
diar fue la regulacion de MYCN por miRNAs. Los resultados
de este estudio permitieron identificar una serie de miRNAs
capaces de reprimir la expresion de la proteina MYCN, tales
como miR-34a/c, miR-449, miR-19ab, miR-101 y let-7/miR-
202%. Sin embargo, solo en el caso de let-7 hay evidencias
que demuestran su potencial terapéutico. Molenaar et al.
demostraron elegantemente que el regulador del procesa-
miento de let-7, LIN28B esta amplificado en NB de alto riesgo
y, por tanto, es en parte responsable de la baja expresion de
let-7 y el consiguiente aumento de la expresidn de MYCN%E,

El factor de transcripcion PPARy también se encuentra
altamente expresado en NB, en parte, debido a la pér-
dida de la expresion de miRNA como miR-27b. Los niveles
de expresion de miR-27b son bajos en NB y el tratamiento
de ratones mediante administracion intraperitoneal de este
miRNA causa una importante reduccion en el crecimiento
tumoral?’. Resultados similares se obtuvieron también al tra-
tar ratones xenotrasplantados con lineas celulares de NB con
miR-200a. Este miRNA pertenece a la familia de miR-200,
cuya alteracion en su expresion ha sido demostrada en mul-
titud de tumores®. El efecto terapéutico al aumentar los
niveles de miR-200a se ha relacionado con la disminucion de
la expresion del factor de transcripcion AP2-vy3'.

Existe una serie de estudios en los que se pone de mani-
fiesto que la terapia con miRNAs puede contribuir a limitar
la capacidad metastasica de las células de NB. Un primer
ejemplo lo encontramos en el trabajo de Zhang et al., donde
analizaron la regulacion de la metaloproteasa MMP-14 por
miRNAs. MMP-14 es una proteina implicada en la migracion,
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Tabla 1  MicroRNA con potencial terapéutico en neuroblastoma
microRNA M Genes diana Restauracion causa Referencias
miR-34a i TIMP2 | proliferacion, 1 apoptosis, | vascularizacion 2
miR-542-5p ! NA | proliferacion, | metastasis 2228
Let-7 l LIN28B | crecimiento, | clonabilidad, | viabilidad celular, e
arresto celular en fase G1
miR-27b ! PPARYy | proliferacién, | inflamacion 2%
miR-200a ! AP-2y | proliferacién, | crecimiento tumoral el
miR-9 ! MMP14 | proliferacién, | metastasis E2
miR- 145 ¢ HIF-2a | crecimiento celular y tumoral, | migracién, | invasién 33
y metastasis, | angiogénesis
miR-335 J SOX4, TNC | clonabilidad, | metastasis EL
miR-363 ! AMDM15, MYO1B | clonabilidad, | metastasis el
miR-183 ! NA | proliferacién, 1 apoptosis e
miR-138 J Proteinas | clonabilidad, 1 apoptosis, | viabilidad celular, | ES
implicadas en la crecimiento tumoral
apoptosis (Bcl-2,
Bax, Caspasa-3,
calpain...)
miR-558 o HPSE | crecimiento tumoral, | invasién, | metastasis, | *
angiogénesis
miR-380-5p 4 TP53 | proliferacién, 1 apoptosis el

NA: no analizado; 1: aumentado/a; |: disminuido/a.

la invasion y la metastasis, por lo que representa una diana
terapéutica para el NB. Los autores demostraron que la
sobreexpresion de miR-9 es capaz de reducir los niveles de
MMP-14 y provocar una disminucion del crecimiento tumo-
ral y de la capacidad metastasica de las células de NB*2.
La expresion de MMP-14 esta regulada directamente por el
factor HIF-2a (del inglés, hypoxia-inducible factor 2 alpha).
Recientemente, se ha observado que este factor también
puede estar expresado en areas del tumor no hipoxicas. A
su vez, este factor puede estar regulado epigenéticamente
por miR-145. La sobreexpresion de miR-145 en xenotrasplan-
tes de NB caus6 una disminucion en el crecimiento tumoral,
angiogénesis y capacidad de metastasis*>.

Otro de los miRNAs implicado en metastasis es miR-335.
La expresion de este miRNA esta directamente reprimida
por el oncogén MYCN. Como consecuencia, la expresion de
diversos elementos de la via de sefializacion de TGFB (p. €j.,
ROCK, MAPK1 y LRGR1) puede verse aumentada, confiriendo
una mayor capacidad de metastasis a las células de NB. En
un estudio independiente, se identificaron miR-335 y miR-
363 como genes regulados por la proteina GRP-R (del inglés,
gastring-releasing peptide receptor), implicada en la tumo-
rigénesis y metastasis del NB. La sobreexpresion de miR-335
y miR-363 en lineas celulares de NB disminuyd su capacidad
de crecimiento tumoral y de metastasis in vivo**. También
se ha visto que MYCN puede cooperar con HDAC2 para repri-
mir la expresion de miRNAs, como el miR-183. En este caso,
también la sobreexpresion de miR-183 fue suficiente para
disminuir el crecimiento tumoral in vivo®.

En ocasiones, puede que recuperar la expresion de
un solo miRNA no sea suficiente para obtener un efecto
terapéutico, pero si en combinacién con tratamientos con-
vencionales o experimentales. Tal es el caso de miR-138,
que regula la expresion del gen de la telomerasa (hTERT),
responsable del crecimiento indefinido de los tumores. ELl

incremento de la expresién de miR-138 por introduccién
de ADN en xenotrasplantes de NB no afecto al crecimiento
tumoral por si solo, pero incrementa los efectos terapéuticos
de flavonoides como la apigenina’®.

MicroRNA con funcion oncogénica

Se ha identificado una serie de miRNAs cuya expresion se
encuentra elevada en los tumores con mal pronoéstico, que
pueden tener funciones oncogénicas y cuya inhibicion puede
resultar en un efecto terapéutico. Un ejemplo es el recien-
temente descrito miR-558. Este miRNA tiene un mecanismo
de accion no convencional. A diferencia de la gran mayoria
de miRNAs cuya principal funcion es reprimir la traduccion e
inducir la degradacion del ARNm, miR-558 se une a la region
promotora de sus genes diana, como el gen de la heparanasa
(HSPE), estabilizando el ARNm y aumentando los niveles de
la proteina. Esta enzima esta involucrada en procesos de
invasion, crecimiento tumoral y angiogénesis (revisado en
37). Por otro lado, Qu et al. demostraron que la inyeccion por
via intravenosa de moléculas para inhibir la funcion de miR-
558 (antimirs) resultaba en una disminucion de la proteina
HSPE, provocando una disminucion del crecimiento tumoral,
reduccion en el numero de vasos sanguineos y reduccion de
metastasis pulmonares®.

Otro de los principales miRNAs cuya inhibicion tiene un
gran potencial terapéutico es miR-380-5p. Este miRNA fue
identificado como regulador del gen supresor de tumores
TP53. Si bien este gen esta mutado o delecionado frecuen-
temente en multitud de tumores, las alteraciones genéticas
de este gen son poco habituales en NB*. Sin embargo,
sabemos que la funcion de TP53 es esencial para la transduc-
cion de senal de estimulos genotoxicos como los generados
por los farmacos quimioterapéuticos. Por tanto, uno de los
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mecanismos por los que las células tumorales pueden tolerar
la expresion del gen TP53 es a través del control postrans-
cripcional a través de miRNAs. Esta opcion parece plausible
para un determinado subconjunto de pacientes de NB. Con-
cretamente, en pacientes con amplificacion del oncogén
MYCN y mal prondstico, se hallaron altos niveles de miR-
380-5p. La inhibicion de miR-380-5p mediante la inyeccion
intraperitoneal de antimirs fue capaz de reducir el creci-
miento del tumor en tumores dependientes del oncogén
MYCN induciendo muerte celular dependiente de TP53%.

Conclusiones y perspectivas futuras

El uso de los miRNAs en la practica clinica ya es una reali-
dad. En el campo de la oncologia, la primera molécula en
entrar en fase clinica ha sido MIRX34. Este compuesto imita
a miR-34, un miRNA con funcion supresora de tumores, cuya
expresion esta reducida en multitud de tumores.

Una limitacion de estos compuestos es que, al adminis-
trarse por via venosa y sin ningln tipo de encapsulacion, su
distribucion se concentra mayoritariamente en el higado,
donde es muy efectivo pero se metaboliza y excreta rapi-
damente, limitando su potencial terapéutico en tejidos
menos irrigados. Por tanto, se requiere un aumento en la
investigacion para mejorar la biodistribucion de los miRNAs
posiblemente mediante su encapsulacion en nanoparticu-
las vesiculares fabricadas con materiales biocompatibles,
confiriendo asi una mayor estabilidad y permanencia en el
torrente sanguineo, de forma que tengan mas tiempo de
acumularse en los tejidos tumorales y ejerzan con mayor
eficiencia su funcion antitumoral.
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