QuimicaViva - Actualizaciones

MiRNAs: Reguladores de la funcidon ovaricay potencial uso como
biomarcadores

Elizabeth Soczewskil, Lourdes Materazzil, Ana Schafirl, Daniel Paparinil, Antonio Cattaneo?,
Agostina Occhiuzzi2, Marcela Irigoyen?, Soledad Goril, Rosanna Ramhorst!, Esteban Grasso?

1 Laboratorio de Inmunofarmacologia, Departamento de Quimica Bioldgica. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, Cdad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.
2 Fertilis Medicina Reproductiva, Buenos Aires, Argentina.

Recibido:

Recibido en: 08/11/2024

| Aceptado:
Aceptado en: 04/12/2024

Contacto: Esteban Grasso - egrasso@qb.fcen.uba.ar

Resumen

Los microARNs (miRNAs) son moléculas de ARN pequefias no codificantes, cruciales para procesos
celulares y el mantenimiento de la homeostasis. Su desregulacion se encuentra asociada a una gran
variedad de patologias en todo el organismo. En el ovario, los miRNAs desempefian un papel fundamental
en la foliculogénesis, ovulacion y comunicacion intercelular. En este sentido, se ha observado que su
expresion varia con la edad y la calidad ovocitaria, asi como en patologias ovéricas tales como el sindrome
de ovario poliquistico y la falla ovérica prematura. Su deteccion en fluidos foliculares los posiciona como
biomarcadores prometedores para el diagnéstico clinico, destacandose por su estabilidad y facil deteccion.
En esta actualizacion, discutiremos el rol de los miRNAs en el ovario y su potencial uso en la clinica.

Palabras clave: miRNAs, Ovario, Fluido foliculares
Summary

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA molecules that are crucial for cellular processes and
homeostasis maintenance. Their dysregulation is associated with a wide range of pathologies throughout
the body. In the ovary, miRNAs play a fundamental role in folliculogenesis, ovulation, and intercellular
communication. In this sense, their expression has been shown to vary with age and oocyte quality, as well
as in ovarian pathologies such as polycystic ovary syndrome and premature ovarian failure. Their detection
in follicular fluids positions them as promising biomarkers for clinical diagnosis, standing out for their stability
and ease of detection. In this review, we will discuss the role of miRNAs in the ovary and their potential
clinical applications.
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MiRNAS: biosintesis y funcion

Los miRNAs o microRNAs son pequefias moléculas de ARN no codificante, simple cadena y de
aproximadamente 22 nucledtidos que afectan la traduccion de los ARNm. Reconocen por
complementariedad de secuencia a sus ARN mensajeros blancos o target y mediante diferentes
mecanismos pueden regular su estabilidad afectando de este modo la expresion de los genes a los que
codifican.

Estan involucrados en practicamente todos los procesos celulares y son esenciales para el desarrollo,
diferenciacién y homeostasis al punto que se ha demostrado que deleciones en las enzimas encargadas de
la biogénesis de los miRNAs, resultan letales en los embriones de ratdn [1, 2]. Dada esta multiplicidad de
procesos, la desregulacion en la biogénesis de los miRNAs estd generalmente asociada a diversas
enfermedades como céncer, hepatitis, trastornos del desarrollo, neurodegenerativas y metabdlicas [3—7].
Esto ha llevado a que algunos miRNAs se utilicen como biomarcadores que permiten establecer el
diagnostico y el prondstico de la enfermedad [8, 9]. Ademas, se han desarrollado tratamientos contra
diferentes enfermedades basados en la sobreexpresion de los miRNAS con moléculas sintéticas que
mimetizan su funcion (en inglés mimics) o bien bloqueando su actividad con antagomiRs (en inglés
antagonist) [10].

El mecanismo a través del cual los miRNAs silencian sus ARNm target ha sido estudiado durante las
Ultimas décadas. En humanos, los genes que codifican para los miRNAs se encuentran distribuidos a lo
largo de todo el genoma. Pueden encontrarse en clusters que producen transcriptos policistrénicos, en
regiones intergénicas, y también dentro de intrones o exones [11]. La biogénesis de los miRNAs es un
proceso de multiples pasos que se encuentra altamente regulado [12]. El procesamiento de los miRNAs
involucra a la proteina Drosha de ARNasa lll, sintetizada en el nucleo, la cual procesa un miRNA primario
largo y lo transporta para formar un miRNA pequeiio en forma de horquilla, denominado pre-miRNA. Luego,
el pre-miRNA es translocado por la proteina exportina 5 (XPO5) desde el complejo de poro nuclear al
citoplasma, donde es escindido por Dicer, en un pequefio diplex de ARN. Posteriormente, la hebra con un
extremo relativamente inestable en el extremo 5’ del duplex se elige como la hebra guia que se unira a la
familia de proteinas Argonauta (AGO) para formar un complejo efector denominado complejo silenciador
inducido por ARN (RISC) [13-15]. El complejo RISC se unira a la region 3' UTR del ARNm target, llevando
asi a su silenciamiento (figura 1).
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Figura 1: Biogénesis de los miRNAs y mecanismo de accién. Los miRNAs son transcriptos como un miRNA primario,
el cual es clivado por Drosha en pre-miRNAs diferentes que son exportados al citoplasma. Allise terminan de
procesar, se unen al complejo RISC y luego, por complementariedad, reconocen a sus ARNm target. Segun el grado
de complementariedad, se reprime la traduccién o se cliva el ARNm. Adaptado de [12].

El apareamiento puede ser perfecto o imperfecto y de eso dependera si el ARNm target sera clivado o si se
blogueara su traduccién. Cuando el miRNA es totalmente complementario al sitio de union del ARNm, este
ultimo sera degradado al unirse una proteina AGO catalitica, aunque también se ha reportado que este
apareamiento perfecto acelera desacople de AGO y el miRNA. [16]. En el caso de que las secuencias no
sean perfectamente complementarias, el bloqueo de la traduccién puede ocurrir en cualquier de sus etapas:
iniciacion, elongacion o terminacion [17] (figura 2).

El sitio de union de los miRNAs al ARNm target se ubica generalmente en el extremo 3? UTR del
mensajero. En esta region suele encontrarse una fuerte complementariedad con la region semilla [19], la
cual es una secuencia fundamental para el reconocimiento del ARNm, que se extiende desde la posicion 2
a 7 del extremo 5' del miRNA y es el criterio principal que se utiliza para la prediccion de ARNm targets



[20-22]. Esta caracterizacidén continta siendo un desafio debido a que cada miRNA puede tener multiples
targets y viceversa, por esta razén, la forma de resolver este problema es a través de la prediccion
computacional de dichas interacciones y posterior validacién experimental [23].
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Figura 2: Mecanismos de regulacion mediado por miRNAs. EI ARNm target puede ser degradado o inhibida su
traduccion dependiendo el apareamiento con la secuencia semilla del miRNA. Adaptado de [18].

Ademas de su rol intracelular, los miRNAs pueden ser secretados y hallados en los fluidos corporales tales
como en el suero, plasma, saliva y orina. Los miRNAs circulantes o extracelulares son estables y estan
protegidos contra la degradacion de las RNasas. En respuesta a una variedad de estimulos, pueden ser
empaquetados y liberados dentro de vesiculas extracelulares (EV) pequeias (sEV; 30-100 nm) y
microvesiculas (MV; 100 nm-1 um), permitiendo ser absorbidos por otras células y provocar cambios en la
expresion génica celular tanto en condiciones patolégicas como fisiol6gicas [24]. Esto muestra que los
miRNAs extracelulares pueden tener funciones bioldgicas similares a otras moléculas de sefializacion como
las hormonas (figura 3).
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Figura 3: Empaquetamiento de miRNAs. Ademés de su rol intracelular, los miRNAs pueden ser empaquetados en
microvesiculas y exosomas, los cuales pueden ser incorporados por células blanco y actuar de forma paracrina.
Adaptado de [25]

Rol de los miRNAS en el ovario

El ovario desempefia una funcién vital en el sistema reproductivo femenino, siendo su tarea principal la
generacién, almacenamiento, desarrollo y liberacién de los oocitos. Estos oocitos inician su formacion
durante la vida fetal y, eventualmente, actGan como gametas competentes, listas para la fecundacion vy el
subsiguiente desarrollo embrionario. Ademas, el ovario actda como el principal productor de hormonas
femeninas, creando un entorno propicio para la implantacién y desarrollo del cigoto.

La reactivacion, seleccion, crecimiento de los foliculos, atresia y ovulacion son parte del proceso
denominado foliculogénesis, y estan bajo el control de factores endocrinos y paracrinos. La correcta
realizacion de estos procesos depende de la expresion coordinada de genes de manera espacial y
temporalmente especifica [26]. En consecuencia, la expresion de genes esta altamente regulada y
controlada tanto a nivel transcripcional como traduccional.

En este sentido, los miRNAs juegan un papel importante en la regulacion del desarrollo folicular. La
mayoria de los foliculos primordiales permanecen en estado de reposo, mientras que un pequefio nimero
se activa y recluta en el grupo en crecimiento. De estos foliculos en crecimiento, solo uno sera
seleccionado como el foliculo dominante mientras que el resto degeneran y se vuelven atrésicos. Se han
identificado familias y clusters especificos de miRNAs involucrados en el desarrollo del foliculo dominante
como por ejemplo miR-21, familia de let 7 y el cluster miR-17-92 (figura 4) [27—-29]. Asimismo, junto a otros
factores y hormonas, los miRNAs parecen desempefiar un papel crucial durante el proceso de atresia [28].
Algunos de los miRNAs més caracterizados incluyen la familia let-7, miR-22 y los clusters miR-23-27-24,
miR-183-96-182 y miR-17-92c [30]. En un estudio in vitro, se identificé que la sobreexpresion de miR-23 y



miR-27 en células de la granulosa humana promueve la apoptosis via FAS-FASL, tras la regulacion de su
gen target SMADS5 [31].
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Figura 4: miRNAs claves en la modulacién de la funcién del ovario. (A) implicados en la formacién y desarrollo de los
ovarios. (B) reguladores de la ovulacion (C) de la sintesis de 17 ?-estradiol (D) presentes en el ovocito (E) y en las
células de la granulosa. Adaptado de [29]

MiRNAS en patologias reproductivas

Mudltiples reportes han asociado alteraciones en la expresion de miRNAs con patologias reproductivas,
tanto a nivel del ovario como del endometrio [32—34]. Un caso extremo, aunque en modelos murinos, es el
de ratones deficientes en la enzima Dicer, la cual impacta negativamente en la expresiéon de todos los
MiRNAs. Estos ratones resultan ser infértiles debido a alteraciones en el desarrollo del oviducto y del Gtero
[35].

Una de las desregulaciones de los miRNAs mas estudiadas a nivel ovarico son aquellas que pueden
afectar su funcién, llevando al sindrome de ovario poliquistico (SOP). En particular, el miR-21 ha sido
ampliamente estudiado en el SOP y puede utilizarse como biomarcador, dado que se observé su expresion
en células de la granulosa y en el fluido folicular de pacientes con SOP y también un aumento de su
expresion en el suero [36, 37].

Otros trabajos también han relacionado a los miRNAs en el desarrollo de la endometriosis y su uso como
posible blanco terapéutico [38]. Sobre este ultimo punto, Liang et al. demostraron que el miR-200c podria
utilizarse para inhibir el crecimiento de lesiones ectopicas de endometriosis al dirigirse al INcRNA MALAT1,
un transcripto no codificante asociado a la proliferacion y metéstasis tumoral [39].

De la misma manera, a nivel del endometrio, se ha asociado la expresion de ciertos miRNAs a las distintas
fases del ciclo menstrual y en particular a la receptividad del mismo [40]. M&s aln, al comparar biopsias
endometriales de mujeres sanas contra mujeres con fallas recurrentes de implantacion, se encontraron
alteraciones en mdltiples miRNAs que tienen como blancos a genes esenciales para la correcta
diferenciacién del endometrio a un estado receptivo, entre ellos, genes asociados a uniones adherentes,
adhesion celular, la via de p53, la sefializacion por Wnt y el ciclo celular [41-43].

Ademas de patologias asociadas a la fertilidad, y al igual que se ha ocurrido en otros contextos, diversos
estudios revelaron cambios transcripcionales en pacientes con cancer de ovario, identificando a multiples



mMiRNAs alterados [44]. Un caso interesante es el de miR-16 y miR-126-3p, los cuales se encuentran
disminuidos en estados avanzados de este tipo de cancer comparado con el tejido adyacente sano [45—-47].
En experimentos in vitro, la sobreexpresién de estos miRNAs llevan a un arresto del ciclo celular, indicando
asi su rol en la proliferacion en invasion de las células malignas [45, 47].

mMiRNAs como hiomarcadores

Como mencionamos anteriormente, los miRNAs pueden ser secretados a fluidos y permanecer estables en
los mismos. Su caracteristica Unica de permanecer en gran medida intactos en muestras clinicas destaca
su potencial en la fenotipificacién molecular, a la vez que permite utilizarlos como biomarcadores para el
diagnéstico clinico y el prondstico de enfermedades, complementando los marcadores convencionales
existentes, como metabolitos, antigenos y ARN mensajeros. Los miRNAs presentes en suero/plasma
ofrecen grandes ventajas como biomarcadores diagnésticos ya que el método de deteccion es
minimamente invasivo al a vez que proporcionan pruebas sensibles y especificas.

Actualmente se propone su uso como biomarcadores para una gran variedad de patologias, tales como
cancer, hipertension, enfermedades neurodegenerativas, autoinmunidades, asma y complicaciones del
embarazo, entre otras [48-53]. A continuacion, nos enfocaremos en los asociados a la funcion ovérica.

Ademas de los fluidos corporales ya mencionados, los miRNAs extracelulares se pueden detectar en el
fluido folicular, lo cual nos permite asociar su expresién a condiciones fisiol6gicas y de patologias
reproductivas, demostrando su potencial como biomarcadores de patologias ovaricas [54]. Si bien el
acceso a los fluidos foliculares implica una dificultad agregada con respecto a muestras sanguineas, la
obtencion de los mismos es rutinaria en los centros de fertilidad, dado que forma parte de la obtencién de
oocitos y es un material que normalmente se descarta.

El fluido folicular se origina tanto de los constituyentes del plasma sanguineo como de las secreciones de
las células de la granulosa y la teca, y su contenido afecta el desarrollo del ovocito [55]. Se ha reportado
que los miRNAs encapsulados en vesiculas extracelulares del fluido folicular son similares a los presentes
en las células de la granulosa y en las células del camulus, por lo tanto, su patron de expresion podria
convertirse en una herramienta fundamental para evaluar la funcion de diferentes componentes ovaricos
[56]. En este sentido, tanto los estudios in vitro como in vivo han revelado que estas vesiculas podrian ser
absorbidas por las células de la granulosa, lo que sugiere un rol en la comunicacion intercelular [57].

En mujeres con reserva ovarica reducida o edad materna avanzada, tanto los metabolitos del fluido
folicular, como la composicién de proteinas, son diferentes en comparacion con las mujeres con reserva
ovarica normal [58]. En 2014, Diez-Fraile et al. demostraron que, en humanos, cuatro miRNAs presentes en
fluidos foliculares, especificamente hsa-miR-21-5p, hsa-miR-134, hsa-miR-190b y hsa-miR-99b-3p, se
expresaron diferencialmente entre mujeres jovenes y mayores, sugiriendo una asociacion con el
envejecimiento ovarico [59, 60]. Los hallazgos confirman los resultados de estudios anteriores sobre el
papel de la edad materna avanzada en la composicion de los microentornos del fluido folicular y aportan
mas evidencia sobre el uso de los miRNAs extracelulares en el fluido folicular como posibles biomarcadores
para evaluar la calidad ovocitaria. Mas aun, distintos grupos de investigacion reportaron el efecto de
diferentes miRNAs sobre el funcionamiento y sobrevida de las células de la granulosa, encontrando
MiRNAs alterados en mujeres con falla ovéarica prematura, tanto en etapas tempranas como con una
manifestacion completa [61, 62]. Entre otros, podemos destacar que la sobreexpresion de miR-133b inhibe
la produccién de estradiol por parte de las células de la granulosa, mientras que la de miR-3061-5p inhibe



su proliferacién, llevando en ambos casos a la falla ovarica prematura [63, 64].

De forma similar a la falla ovarica prematura, existen multiples reportes que demuestran la asociacion entre
la sobreexpresion o déficit de miRNAs en fluidos foliculares y el SOP, a través de la alteracidén de niveles
hormonales de AMH y FSH y favoreciendo un entorno inflamatorio, entre otros efectos reportados [65—67].

Conclusiones

Los miRNAs desempefian un papel clave en todos los aspectos asociados a la reproduccion. En el ovario,
regulan diversos procesos bioldgicos, incluyendo la foliculogénesis, la ovulacién y la produccion de
hormonas. Su asociacién a patologias reproductivas, como el sindrome de ovario poliquistico y la falla
ovarica prematura, resalta la relevancia de los miRNAs como moduladores de la homeostasis ovarica y
como mediadores de alteraciones patolégicas. Ademas, la identificacion de perfiles especificos de miRNAs
asociados a estas condiciones plantea una oportunidad prometedora para su uso como biomarcadores, no
s6lo de diagnéstico, sino también para la deteccion temprana de patologias ovéricas. La investigacion
futura en este campo permitird comprender mejor su funcion y aprovechar su potencial clinico en el manejo
de trastornos reproductivos.
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