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RESUMEN

Los microRNA son RNA pequefos no codificantes que regu-
lan la traduccién de RNA mensajeros. En el tejido cerebral
de mamifero, existe una regulacién temporal de los niveles
de estas moléculas durante el desarrollo, los cuales estan
relacionados directamente con momentos especificos en
la formacion del sistema nervioso central y tienen un papel
trascendental en la citoarquitectura cerebral. Existe una
gran cantidad de deficiencias y/o alteraciones de las funcio-
nes cerebrales que no pueden ser explicadas por causas
genéticas o detectadas por los métodos convencionales,
por lo que es de gran importancia identificar marcadores
moleculares no invasivos de problemas sutiles relacionados
con alteraciones en la diferenciacion, proliferacion, muerte
celular u organizacion del tejido nervioso que puedan tener
consecuencias negativas en la vida postnatal del producto,
principalmente en el area cognitiva, motora y social. Una
alternativa es la busqueda y determinacion de los niveles de
microRNA involucrados en la corticogénesis fetal en suero
materno. Aqui revisaremos algunas de las caracteristicas
de estas moléculas que las hacen buenas candidatas para
ser consideradas como biomarcadores del desarrollo cere-
bral fetal, entre las que se encuentran la forma en que se
sintetizan y llegan al torrente sanguineo, su estabilidad, su
patrén de expresion durante la corticogénesis y su presencia
en el suero materno.

Palabras clave: MicroRNA, biomarcador, corticogénesis
fetal, suero materno.

BiosinTESsIS bE MICRORNA Y SU PRESENCIA
EN LA SANGRE

Los microRNA son una clase de RNA pequenos de
entre 19 y 25 nucleétidos de longitud con un grupo
fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el

ABSTRACT

MicroRNAs are small non-coding RNAs that regulate the
translation of messenger RNA into proteins. During the
development of the mammalian brain tissue, there is a
temporal regulation of the levels of these molecules, which
are directly related to specific stages in the formation of the
central nervous system; microRNAs play a major role in brain
cytoarchitecture. There are multiple alterations in brain func-
tion that cannot be explained by genetic causes or detected
by conventional methods; for this reason, it is very important
to identify molecules that can be proposed as biomarkers in
a noninvasive way for pathologies related to alterations upon
cell differentiation, proliferation and death or brain tissue or-
ganization that may have negative consequences in postnatal
life and that can potentially lead to cognitive, motor and social
deficits. An alternative is determining the microRNA levels
involved in fetal corticogenesis in the maternal serum. In this
article, we review some characteristics of these molecules
that make them candidates to be proposed as biomarkers of
fetal brain development, such as the pathway throught which
they are synthesized and released into the bloodstream, their
stability, their expression pattern during corticogenesis and
their presence in the maternal serum.

Key words: MicroRNA, biomarker, fetal corticogenesis,
maternal serum.

extremo 3’. Juegan un papel regulador en la sintesis
de proteinas uniéndose a los mensajeros (RNAm).-?

Una caracteristica general de los microRNA de
mamifero es su apareamiento imperfecto o perfecto
con el RNA blanco, el cual determinara la manera en
la que realiza su funcién. La funcién de los microRNA,
cuando el apareamiento es imperfecto, se efecttia en
el RNAm reprimiendo su traduccién mediante tres

Este articulo puede ser consultado en versién completa en http://www.medigraphic.com/inper
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mecanismos probables: 1) represion postranscripcional,
2) reprimiendo el inicio de la traduccién y 3) por deses-
tabilizacién del RNAm blanco a través de un proceso
de desadenilacién. En los tres mecanismos, los RNAm
blancos son secuestrados en los cuerpos-P para almace-
namiento o degradacion, para que bajo condiciones de
estrés los RNAm almacenados se liberen y se traduzcan.

Los microRNA maduros derivan del procesamien-
to que se inicia en el nicleo de la célula y termina
en el citoplasma, donde realizan su funcién. Son
transcritos por la RNA polimerasa II, que produce
una larga molécula de RNA que puede ser de hasta
un kilo base, conocida con el nombre de microRNA
primario (pri-RNA).3:4 Esta forma una estructura en
“hairping-stem-loop” (horquilla-tallo-bucle), la cual
es cortada en el ntcleo por la endonucleasa RNAsa
III —conocida con el nombre de Drosha-, que esta
asociada con la proteina DGCR8 (en mamiferos) o
Pasha (en Drosophila y C. elegans). Drosha corta de
forma asimétrica ambas cadenas en los sitios cercanos
a la base de la estructura primaria en forma de hor-
quilla, generando un producto de 60-70 nucleétidos
denominado pre-microRNA.?>¢ El pre-microRNA es
exportado al citoplasma de forma activa a través del
complejo dependiente de RAN-GTP exportina-5.7
En el citoplasma, la molécula de GTP es hidrolizada
a GDP y el pre-microRNA es liberado del complejo
exportador. Una vez en el citoplasma, esta molécula
es cortada por la endonucleasa RNAsa III conocida
como Dicer, asociada a las proteinas TRBP y PACT
en mamiferos, dando lugar a una molécula de do-
ble cadena conocida como microRNA duplex.® Al
separarse las dos cadenas, una de ellas da lugar al
microRNA maduro que se incorporara al complejo
ribonucleoproteico conocido como “complejo de silen-
ciamiento de RNA” (RISC, del inglés RNA induced
stlencing complex), que es la maquinaria catalitica
responsable de la degradacién del RNAm blanco y/o
de la inhibicién de la traduccién. Otra via de sinte-
sis es la denominada “no canénica”, que implica la
sintesis de miRNA maduros sin la participacion de
Drosha (Figura 1A).°

Estas moléculas han sido encontradas en diferen-
tes fluidos corporales como plasma, suero y orina.
En algunos casos, se ha validado que sus niveles en
los fluidos corporales son capaces de reflejar condi-
ciones fisioldgicas o patolégicas como el embarazo o
la presencia de tumores. La manera en la que éstas
son incorporadas a la circulacién o son eliminadas a
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través de la orina atin no esta del todo clara. Se ha
propuesto que los pre-microRNA o los microRNA
maduros se unen a los cuerpos multivesiculares
(MVB, del inglés multivesicular bodies) para ser in-
corporados a vesiculas de exocitosis que, al unirse a
la membrana, liberan a los MVB para ser endocitados
por otras células o liberar su contenido al espacio ex-
tracelular, de donde pueden incorporarse al torrente
sanguineo. Es importante mencionar que también se
ha reportado la presencia de pre-miRNA y miRNA
maduros en estado libre (Figura 1B).

El descubrimiento de moléculas fetales en el plas-
ma de mujeres embarazadas ha llevado a desarrollar
pruebas diagnésticas prenatales no invasivas. E1 DNA
fetal en plasma circulante materno ha sido 1til para
investigar el estado prenatal de, por ejemplo, la en-
fermedad hemolitica del recién nacido (enfermedades
ligadas al sexo y la B-talasemia mayor).10-13

En los tltimos anos, diversos grupos de investiga-
cion han realizado estudios en donde han analizado la
expresion de los miRNA a través de diferentes estadios
fisiologicos y su relacion con cambios en la expresion de
genes. Por ejemplo, se ha demostrado que los miRNA
pueden ser extraidos a partir de suero y que es posible
medir sus niveles y perfiles de expresion en pacientes
con patologias como el cancer e, inclusive, llegar a dis-
tinguir a mujeres embarazadas de las que no lo estan
por la presencia de microRNA placentarios (Cuadro I).1*

DESARROLLO DE LA CORTEZA CEREBRAL
Y Los micRoRNA

La corteza cerebral contiene los centros cerebrales
superiores que controlan las funciones intelectuales,
sensoriales y motoras. Esta estructura es generada a
partir del prosencéfalo. En la corteza cerebral de los
seres humanos se encuentra el 70% de las neuronas
del sistema nervioso central (SNC).

Desde el desarrollo temprano, un ntimero elevado
de tipos neuronales distintos a nivel morfolégico y
funcional se organiza en diferentes laminas para
controlar de manera coordinada las funciones ce-
rebrales. Estas neuronas son producidas durante el
desarrollo embrionario y el niimero exacto de cada
tipo neuronal se regula de manera precisa por me-
canismos de proliferaciéon, migracion, diferenciacién
y muerte celular. En el humano, la neurogénesis se
inicia durante la etapa proliferativa, entre el segundo
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Figura 1. Biosintesis y presencia de microRNA en sangre.
Modificada de: Cortez MA, Calin GA. MicroRNA identification in plasma and serum: a new tool to diagnose and monitor diseases. Expert
Op Biol Ther. 2009; 9: 703-11.
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y cuarto mes (primero y segundo trimestre), tiene trimestre), y el proceso de organizacion inicia en el
su pico cuando las neuronas migran desde las zonas sexto mes (final del segundo trimestre). Al finalizar
centrales hasta la periferia para formar la corteza el segundo mes, las células migran desde la zona
cerebral, entre el tercero y quinto mes (segundo intermedia hacia la zona marginal, donde forman la
12 Adulto
Semanas

Figura 2.

Desarrollo de la corteza cerebral
en el humano. Secuencia de la
formacion de la corteza cerebral.
Abreviaciones: VZ = zona sub-
ventricular; PP = preplaca; SV =
zona subventricular; 1Z = zona in-
termedia; CP = placa cortical; MZ
= zona marginal; SP = subplaca.
En el adulto: EL = capa ependi-
mal, SV = zona subventricular;
WM = materia blanca; ML = capa
a b c d e f g molecular.

Cuadro I. MicroRNA con potencial para ser utilizados en cancer y embarazo.

Patologia o estado Numero de Numero de
Sobrexpresion fisiologico sujetos sanos pacientes p
miRs-21,-155y 210 Linfoma difuso 43 60 p =.0009, 0.02'y 0.04
respectivamente
miRs-141 Céncer de prostata 25 25 -
miRs-205, -206, -335/485-5p Cancer de intestino/ 75 152 -
colorrectal
miRs-21, -141, -200a, -200b, Céancer de ovario 20 50 -
-203, -205 y 214
miRs-21, -92, -93, -126 y 29a Cancer de ovario 15 28 p=0.01
miR-184 Cancer de células 20 20 p =0.002
escamosas
miRs-21 Glioblastoma 30 30 -
miRs-141y -149 Embarazo 5 10 p =0.002 y 0.002
respectivamente
miRs-526a, -527 y 520d-5p Embarazo 10 20 =
miR-17-3p y -92 Cancer colorrectal 50 90 p < 0.0005

Tomado de: Cortez MA, Calin GA. MicroRNA identification in plasma and serum: a new tool to diagnose and monitor diseases. Expert Op Biol Ther
2009; 9: 703-11.
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corteza cerebral; para finales del primer trimestre de
gestacion, la zona cortical tiene gran cantidad de neu-
roblastos procedentes de las capas profundas a causa
de la migracion; éstos se organizan en varias capas
horizontales hasta un ntimero de seis para los meses
sexto al octavo (Figura 2). En las primeras semanas
de gestacion, la superficie de la corteza es lisa, pero
a partir del sexto y séptimo mes se desarrollan las
circunvoluciones, separadas por surcos.15:16

Entre las moléculas que participan en la regula-
ci6én de la formacién de la corteza cerebral estan los
microRNA (miRNA). Los miRNA son RNA pequenos
no codificantes de entre 19 y 25 nucleétidos que se
unen a uno o mas RNA mensajeros (RNAm) blanco;
esta unién promueve la degradaciéon o inhibicién de
la traduccién del RNAm. Los miRNA se expresan en
todos los tejidos, en particular, el cerebro presenta
una alta diversidad de expresion de estas moléculas.
Y se sabe que pueden estar regulando la expresion de
factores de transcripcién implicados en el desarrollo
de la corteza cerebral.l”

Un dato importante es que los microRNA que se
expresan en el tejido cerebral de mamifero presentan
una regulacion temporal que esta relacionada direc-
tamente con momentos especificos del desarrollo del
sistema nervioso central, actuando como represores
de la sintesis de proteinas.17-20

Diversos investigadores han reportado en mode-
los animales que cambios en los niveles de ciertos
microRNA en el tejido cerebral durante el desarrollo
provocan eventos negativos.2! Un ejemplo es el ratén
knockout (KO) para presenilina-1(PS1), una proteina
que forma parte de un complejo multiproteico que
media la proteolisis y liberacién del fragmento activo
de Notch, molécula relacionada con la diferenciacion
celular. En estos ratones, la expresion de mir-131 y
mir-9 se encuentra disminuida en el prosencéfalo, lo
que sugiere que estos microRNA estan participando
en la formacién del complejo proteico, la activaciéon
de Notch y los defectos de la diferenciacién celular
durante el desarrollo del SNC. Esto es confirmado
por los defectos graves del SNC y las malformaciones
del esqueleto axial presentes en los KO para PS1.18

Otros estudios han evidenciado la importancia
de los microRNA durante el desarrollo del SNC. Al
estudiar la funcién global de los microRNA en peces
cebra por medio del bloqueo del gen que codifica
para Dicer (enzima involucrada en la maduracién de
los microRNA), mostraron que después del dia ocho
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larvario sufren arresto en el crecimiento y la mayoria
muere entre los dias 14-15 postfertilizacién.2?2
Nielsen y colaboradores demostraron que durante
la corticogénesis de la rata existen microRNA que
son regulados hacia arriba o hacia abajo en la eta-
pa neurogénica y que participan en la red que esta
involucrada en la corticogénesis (Cuadro II). Al
realizar el andlisis experimental y bioinformatico
de los posibles blancos de algunos de los microRNA
que presentaron cambios en su expresiéon durante
el desarrollo, interesantemente encontraron que
éstos se asocian con factores de transcripciéon que

Regulados
Regulados hacia
hacia abajo Veces A arriba Veces A
miR-292-3p 19.2 miR-9 144.3
miR-126 17.1 miR-125b 30.3
miR-200c 6.8 miR-125a 12.7
miR-20b* 6.6 miR-181b 12.4
miR-291-3p 6.0 miR-99a 10.3
miR-20b 5.5 miR-100 7.2
miR-363-3p 5.2 miR-99b 7.2
miR-199a 4.4 miR-181c 7.2
miR-145 44 miR-218 4.6
miR-183 4.2 miR-7 4.1
miR-143 4.2 miR-124a 2.6
miR-92 4.2
miR-200b 3.9
miR-19a 3.5
miR-222 3.3
miR-205 3.2
miR-18 3.1
miR-219 29
miR-210 2.8
miR-214 2.6
miR-290 2.6

Tomado de: Nielsen JA. Integrating microRNA and mRNA
expression profiles of neuronal progenitors to identify regulatory
networks underlying the onset of cortical neurogenesis. BMC
Neurosci 2009; 10: 98.
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promueven la diferenciacién neuronal; por ejemplo,
la disminucién en el nivel de mir-291-3p esta relacio-
nada con un aumento en los niveles de la proteina
de NeuroD1.

Otros ejemplos claros son el miR-183 —que tiene
como blanco factores de transcripcién que promueven
la diferenciaciéon neuronal (17)—, miR-92 y miR-222
—tiene como blanco al inhibidor de la ciclina depen-
diente de cinasa 1c (CdknIc), la cual regula de manera
negativa la proliferaciéon de progenitores corticales
inhibiendo el ciclo celular,23 por lo que la disminucién
de este par de microRNA provocaria un aumento de
la Cdknlc y una disminucién en la proliferacién-—,
miR-9 y miR-124a —se han relacionado con promover
la transicién de progenitores hacia neuronas—,2425
miR-125a —promueve la migracién celular (un fe-
némeno importante para la laminacién cortical)—26
y miR-125b —esta relacionado con la represiéon de
lin-28, promoviendo la diferenciacién neuronal—.2’

LA DIABETES DURANTE LA GESTACION Y
EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

La diabetes durante el embarazo es considerada
un factor de riesgo que afecta el neurodesarrollo fe-
tal. La hiperglucemia materna se ha relacionado con
defectos durante el desarrollo del sistema nervioso
central que pueden dar como resultado el deficiente
desarrollo de las capacidades cognitivas, entre otros
(Cuadro III).2128.29 E] estudio de c6mo esta patologia
afecta la expresion de microRNA durante el desarro-
1lo no se conoce.

Estudios epidemiolégicos han mostrado que el
riesgo de presentar malformaciones y abortos espon-
taneos se incrementa en la diabetes gestacional. La
incidencia de malformaciones congénitas reportadas
en modelos animales para diabetes gestacional indu-
cida con estreptozotocina se ha estimado de entre 4 y
10%. Otros estudios han mostrado que estas malfor-
maciones estan relacionadas con una desregulacién
de la expresion de un gran ntimero de genes, entre
los que se encuentran Pax3, Sox10, ciclinas, etcéte-
ra.30-32 Sin embargo, el estudio en modelos animales
utilizando a la estreptozotocina para eliminar las
células beta pancreaticas, aunque de gran utilidad,
promueve fenotipos extremos durante el cierre del
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tubo neural en el desarrollo temprano, dependiendo
de la dosis utilizada y no representa la patologia de
diabetes gestacional. Por ello, es necesario buscar
estrategias para el estudio de lo que podria estar
ocurriendo durante el desarrollo fetal, en donde el
cierre del tubo neural en apariencia no esta afectado,
pero que probablemente otros procesos posteriores
al cierre del tubo neural si lo estan.

DIAGNOSTICO PRENATAL Y EL POSIBLE USO
DE LOS MICRORNA comoO BIOMARCADORES

Para el diagnéstico prenatal se utilizan técnicas
como 1) la ecografia, 2) el tamizaje prenatal y postna-
tal, 3) la embriofetoscopia, 4) la amniocentesis, 5) la
biopsia corial y 6) la biopsia de vellosidad coriénica,
por citar sélo algunas. Sin embargo, los defectos no
evidentes y que no son de origen genético escapan a
este tipo de diagnésticos. Entre las anomalias que
no logran ser relacionadas con la adecuada diferen-
ciacion celular y, en particular, con la diferenciacion
neuronal en un espacio y tiempo adecuados para
el desarrollo neuroldgico, es importante proponer
nuevos biomarcadores prenatales para este tipo de
alteraciones, ya que podrian estar relacionadas con
diversos grados de retraso mental, problemas de
aprendizaje y de desarrollo intelectual postnatal.

En este sentido, la identificacién de microRNA
fetales en suero materno —que estan asociados al
desarrollo de la corteza cerebral y, en general, al
SNC-mediante el uso de técnicas moleculares podria
ser una herramienta 1util para detectar problemas
que hasta el momento no somos capaces de detectar.

Un instrumento provechoso puede ser la identifi-
cacion de microRNA fetales asociados al desarrollo
cortical en suero materno mediante el uso de técnicas
moleculares. Existe una gran cantidad de deficien-
cias y/o alteraciones de las funciones cerebrales que
no pueden ser explicadas por causas genéticas; por
ejemplo el 20% de los casos de sindrome de déficit
de atencién con hiperactividad. Se ha propuesto que
durante el desarrollo fetal existe una “programacién
fetal” debida, principalmente, a las condiciones am-
bientales intrauterinas, como puede ser el caso de las
condiciones fetales debidas a la diabetes gestacional.

Los procesos por los cuales se da la diferenciacién
neuronal y la migracién son de gran importancia parala
formacién de la corteza cerebral, entre otras estructuras



Lamadrid-Romero M y cols.

Nivel
Grupo de estudio Alteracion A quién afecta Edad Prueba socioeconémico
Hijos de mujeres Lenguaje y Hijos de mujeres Infantes MCDI Afecta a
embarazadas vocabulario diabéticas de 18y 42 familias de
sanas, DM, y DG meses bajos ingresos
Hijos de mujeres Inteligencia Hijos de mujeres Nifios 2 a Standford-Binet Descartado
embarazadas diabéticas con 5 afios de
sanas, DMy DG problemas en el me- edad
tabolismo de lipidos
Hijos de mujeres Déficit de atencion Hijos de mujeres Nifios entre Bruink-Oseretsky No tomado en
embarazadas e hiperactividad, diabéticas 8 +1.77 cuenta
con DGy DM desarrollo sensorial
Lyl motor
Nifios de 2 a 4 Lenguaje , Con madres que Nifios de — Afecta a
afos de edad memoria, ubicacién padecieron 6 aros de familias de
espacio visual diabetes gestacional edad bajos ingresos
Nifios de 6 afos IQ verbal bajo 1Q de Con madres que Nifios de WPPSI Afecta a familias
lenguaje compuesto padecieron diabetes 6 afios de con bajos
bajo gestacional edad ingresos

del SNC, y estan relacionados con un amplio rango de
desérdenes neurolégicos, entre los que se encuentran la
epilepsia, la esquizofrenia y problemas de aprendizaje.
Por otro lado, la identificacién prenatal de desérdenes
conductuales (DC) no ligados al sexo o a genes especi-
ficos en la formacién del SNC es practicamente impo-
sible en la actualidad, por lo que son evidentes hasta
el desarrollo postnatal, cuando el individuo inicia el
desarrollo de las capacidades motoras e intelectuales
(edad preescolar y escolar) y durante la edad adulta.

Por ejemplo, el cerebro de los individuos con déficit de
atencién e hiperactividad (DAHA) muestra una actividad
atipica, presentando una disminucién significativa del
metabolismo en regiones de la corteza premotora y so-
matosensorial.?3 A nivel de la corteza prefrontal y cuerpo
estriado, se observa un déficit en la accién reguladora de
la dopamina, la noradrenalina y la serotonina.?*

Se ha relacionado a los desérdenes conductuales con
logros académicos pobres, con el nivel socioeconémico y
el desempleo, problemas familiares, conducta antisocial
y problemas del estado de 4nimo en el adulto,?® pero
4cudl es el origen bioldgico de estos problemas?, étiene,

acaso, un origen prenatal?, ies inherente a las capaci-
dades individuales o es un problema exclusivamente
social?38 Nosotros pensamos que los logros académicos
pobres, la conducta antisocial y los problemas en el es-
tado de animo estan relacionados, ademas de los proble-
mas sociales, con la manera en que la citoarquitectura
cerebral es generada durante el desarrollo intrauterino,
procesos en los que estan involucrados los microRNA.
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