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mecanismos de regulacién de la expresion
génica por parte de los microdcidos ribonu-
cleicos (miARN).!

ABSTRACT

The study of regulatory mechanisms mediated by micro
ribonucleic acids has yielded encouraging results applicable
in the diagnosis of cancer. Objective: To study the
expression pattern of miR146b-5p and miR221-3p in thyroid
carcinoma cell lines and its possible utility for the differential
diagnosis of these types of tumors. Material and methods:
An expression study of micro ribonucleic acids miR146b-5p
and miR221-3p was performed in thyroid cancer cell lines
BCPAD and 8505c. Reverse transcriptase polymerase chain
reaction (PCR-RT) and quantitative reverse transcriptase
PCR (PCR-RTQq) assays were performed. The Mann-Whitney
U test was used to compare the level of expression between
celllines (p < 0.05). Significant differences were found in the
expression of micro ribonucleic acids between the different
celllines, miR146b was significantly expressed in the BCPAD
cell line, while the expression of miR221-3p was significantly
higher in the 8505 cell line. Conclusions: Expression profiles
of micro ribonucleic acids studied manifested themselves
significantly in thyroid tumor cell lines, so they may constitute
new biomarkers for the diagnosis of thyroid cancer.

Los miARN son estructuras moleculares de
20-22 nucleétidos con actividad postranscrip-
cional que estan implicados en la regulacién
de la expresion genética, se ha puesto de ma-
nifiesto su participacion en distintas funciones
fisiologicas y patolégicas, tales como la apop-
tosis, la proliferacién y la diferenciacién celular,
lo que demuestra su funcionalidad como genes
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supresores de tumores o como protooncogenes en la
carcinogénesis.

Esta ampliamente aceptado que la desregulacion
de los miARN juega un papel critico en la carcino-
génesis. El primer caso conocido de cancer humano
asociado con la desregulacién de estas moléculas fue
de leucemia linfocitica cronica. Méas tarde, se encontré
que muchos miARN tienen vinculos con algunos tipos
de cancer y de ahi que se les denomine «oncomirsy.
Algunos miARN se pueden comportar como genes
supresores de tumores.?

El andlisis del perfil de expresion de los miARN en
neoplasias humanas ha revelado la presencia de perfi-
les de miARN para cada neoplasia, lo cual indica a los
miARN como excelentes herramientas para el diagnéstico
y prondstico del cancer.?

Se ha encontrado una serie de miARN implicada
en cada una de las etapas de desarrollo del cancer.
Esto se debe posiblemente a dos factores: primero,
que los miARN estan regulados por oncogenes o ge-
nes supresores de tumor,*> por lo que son elementos
importantes en el desarrollo tumoral; y en segundo
lugar, se ha evidenciado que un gran nimero de miARN
identificados en tejidos tumorales tiene dianas similares
a los oncogenes o a los genes supresores de tumor,
modulando las vias de expresién de estos genes, con lo
que adquieren gran importancia en el entendimiento
del desarrollo tumoral.®

Estudios recientes intentaron evaluar los perfiles
de expresion de miARN especificos en el cancer de
tiroides, demostrando que la expresion persistente de
miARN puede ser crucial para mantener la tumorogé-
nesis. Sin embargo, aunque la expresién diferencial de
moléculas de miARN diferentes ha sido reportada en
cancer de tiroides, los resultados en la literatura son
inconsistentes.”'8

Tomando en consideracion los aspectos antes expues-
tos, se propuso en este trabajo como objetivo estudiar
el patrén de expresion de miR146b-5p y miR221-3p
en lineas celulares de carcinoma de tiroides y su po-
sible utilidad para el diagnéstico diferencial de estos
tipos de tumores.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de la expresién de miARN en lineas
celulares de céncer de tiroides.

Lineas celulares estudiadas:
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*  BCPAD: células de cancer papilar de tiroides (CPT).
e 8505c: células de cancer anapléasico de
tiroides (CAT).

MicroARN estudiados:
*  miR146b-5p y miR221-3p.
Cultivo celular

Para el cultivo de las lineas celulares se utilizé el medio
de cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por Dul-
becco) suplementado con SFB (suero fetal bovino) al
10%, penicilina/estreptomicina al 1%, fungisona al 0.4%
y 50 pg/mL de acido ascérbico, con una atmoésfera de
5% de CO, a 37 °C.

Cuantificacion de ARN

El ARN total fue aislado de las células utilizando el reac-
tivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las
instrucciones del proveedor. La concentracién del ARN
y su pureza se analizé midiendo la absorbancia a 260 y
280 nm en un espectrofotémetro (NanoDrop, Thermo
Fisher Scientific Inc).

Se realizaron ensayos de reaccién en cadena de
la polimerasa reverso transcriptasa (PCR-RT) para la
sintesis de ADN complementario (ADNc) de cadena
simple de miARN y para la cuantificacién la PCR rever-
so transcriptasa cuantitativa (PCR-RTq), para los cuales
se utilizaron los NCode™ vy los kits gqRT-PCR (Invitro-
gen). La sintesis de ADNc se realiz6 a 37 °C durante
60 min, y la reaccién se terminé por incubacion a 95
°C durante 5 min.

La reaccién de PCR-RTq incluyé un ciclo de 15 min a
95 °C seguido de 40 ciclos, en el que cada ciclo consisti6 en
155294 °C,30sa55°Cy 70 °C durante 30s, y un ciclo
de 95 °C durante 1 min, 55 °C durante 30sy 95 °Ca 30s.

Analisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de comparacion de U de Mann-
Whitney para comparar la expresion de los microARN
entre las lineas celulares. La diferencia fue considerada
significativa para un valor de p < 0.05.

Prueba U de Mann-Whitney: prueba no paramétrica
aplicada a dos muestras independientes. Utilizada para
comparar dos grupos de rangos (medianas) y determinar
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Tabla 1: Mediana de los niveles de expresion

de miR146b-5p y miR221-3p en lineas celulares
de cancer de tiroides (p < 0.05).

Linea miR146b-5p miR221-3p

celular (mediana) p (mediana) p
8505C 0.59 1.65

BCPAD 1.15 0.0000 0.82 0.0046

que la diferencia no se deba al azar (que la diferencia sea
estadisticamente significativa).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura se plantea que la desregulacién de miARN
es un evento importante en la transformacion de células
tiroideas.? Los perfiles de expresion de los miARN de-
penden del tipo de tumor,'® ya que la mayoria de ellos
se expresan de forma tejido-especifico y ademds difiere
entre el tejido normal y el neopldsico.’

Estudios recientes han demostrado que la expresion
de miARN en tumores de tiroides es importante para dis-
tinguir tumores malignos de benignos y que los diferentes
histotipos de cancer de tiroides muestran una expresion
de miARN diferentes.!12

Como se muestra en la Tabla 7 se encontré una sobre-
expresion significativa del miR146b-5p en la linea celular
BCPAD de CPT, mientras que en la linea celular 8505¢
de CAT fue significativa la expresién de los miR221-3p,
resultados que coinciden con la literatura. El miR146b-5p
ha sido descrito como el miARN expresado con mayor
frecuencia en CPT, relacionando su mayor expresién con
una mayor agresividad del tumor.™

El miR-146b esta codificado en dos lugares diferentes,
el 5933 para el miR-146ay el 10q24 para el miR-146b.
Ambos se encuentran sobreexpresados en el CPT, también
en la variante folicular y en otros tumores no papilares.
En la literatura se plantea que el miR146b-5p estad so-
breexpresado en CPT, distinguiendo de forma confiable
este tipo de cancer del carcinoma folicular (CFT) y de las
lesiones benignas.' 14

Las familias miR-221 y miR-222 tienen una mayor
expresién en tumores de peor prondéstico, como es
cuando hay un mayor tamafo tumoral, invasién cap-
sular, vascular o linfatica o presencia de metastasis.'”
En el Cancer Cenome Atlas'® las familias de miR-221
y miR-222 se asociaron con tumores menos diferen-
ciados como el CAT, éste se caracteriza por niveles
elevados de miR-17 y miR-221/222, resultados simi-
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lares se obtuvieron en esta investigacion en la que a
pesar de que se encontré expresiéon en ambas lineas
celulares estudiadas, fue significativamente mayor en
la linea celular 8505.

CONCLUSIONES

Los perfiles de expresion de microARN estudiados se
manifestaron de forma significativa en las lineas celulares
de tumores tiroideos, la expresion del miR146b-5p fue
mas significativa en el cancer papilar del tiroides, mien-
tras que en el cancer anapldsico fue el miR221-3p, por
lo que pueden constituir nuevos biomarcadores para el
diagnoéstico del cancer de tiroides.
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