Universitat de les
Illes Balears

Facultat de Ciéencies

Memoria del Treball de Fi de Grau

Papel de los miARNS en la fisiopatologia
cardiovascular

JesUs Garcia Pozo

Grau de Bioquimica

Any académic 2016-17

DNI de I'alumne: 43216750-A

Treball tutelat per Ana Maria Proenza Arenas
Departament de Biologia Fonamental i Ciéncies de la Salut

S'autoritza la Universitat a incloure aquest treball en el Repositori Institucional per Autor Tutor
a la seva consulta en accés obert i difusié en linia, amb finalitats exclusivament Si No | Si No
academiques i d'investigacio X X

Paraules clau del treball:
Regulacién génica, microRNA (miRNAs), disfuncién/fisiopatologia cardiovascular, biomarcador






iINDICE

) [N o Te [0 Teloi o o SR 4
1.1) Definicion ¥ NOMENCIATUIE ....viiii e e e e e e e et re e e e e e e arrae e e e e e eanraeeeas 4
1.2) Biosintesis y mecanismo de accion de [0S MIRNAS.......ccooiciiiiei i e 7
1.3) miRNAs extracelulares y comunicacion celular.........cccoooveiieeii i 10

2) OBJETIVOS .eeeeeiiieee ettt ettt e et e e e e ettt e e e e e ata e e e e e eata e e e e e abeeeeeaabaaeeeeataaaeeeanbaeeeannraeeaeanraes 11

3) Materiales Y METOTOS .....viiieeeiee e e e e e e e e e e e aee e e e e e nbe e e e e naraaeeeennees 11
3.1) Estrategia de BUSQUETA ......ccii e e e e e e e e et e e e e e e naraaeeaean 11
3.2) SelECCiON U@ AITICUIDS .uvvvveiieiiiiiiieiec et e e e e e e e e e e e e et e e e e et e e asaasbrsabrabaereeeeeseens 13

4) ReSUITAdOS/DISCUSION ....cuveieirieeciiieecieeeeteeeetee e et e e e te e e e ttee e taeeeeabeeeeabeeesaeesbaeesseeesasaeesaneeas 14
4.1) miRNAs en la fisiopatologia cardiovasCular.........cc.uuveeeiieiciiiieeee e e 14

4.1.1) miRNAs durante el desarrollo cardiaco, la fisiologia y en cardiopatias congénitas............. 14
4.1.2) miRNAs en el sistema vasculary la homeostasis endotelial ..........cccceevvciiiieeiiiiciiiieee e, 16

4.2) Principales miRNAs implicados en la disfuncién cardiovascular y su potencial papel como

DIOMAICATOIES ..eiiiiiiiieiiee ettt et e ettt e e st e e s sabbe e e s baeeesbbeeesabaeesnabaeessnbaeesansanesnns 17
4.3) MIRNAS COMO LEIAPIA . ccciiurireieeiiiiiiiteeeeeeitre e e e e e sirreeeeessstrreeeeeessatraeeeeesasssseeessssassseseessessnsenes 26
Y L ®o] s ol [V T o T 1= ORI 27
Y21 Lo Y[ ToT={ = - PSSR 28



1) Introduccion

1.1) Definicion y nomenclatura

Los microRNAs (miRNAs) son &acidos nucleicos monocatenarios no codificantes, de muy
pequefio tamafo, que presentan una longitud de entre 21 y 25 nucledtidos(figura 1)*. Estas
moléculas tienen como funcidn principal la regulacidn de la expresidon génica de las células
mediante diferentes procesos, como la activacion mecanismos de degradacidn de los mRNA,
la inhibicién de la traducciéon y la estimulacion indirecta de la transcripcién de genes
especificos. Esto permite que estas moléculas intervengan en un gran nimero de procesos
celulares.
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Figura 1. Estructura de los precursores de los miRNA, y marcado en rojo la secuencia que
corresponde al miRNA. En este caso se ilustran el miRNA-1 y miRNA-84°

Los miRNAs se encuentran localizados en multiples tejidos del organismo, como también en
el suero sanguineo, donde se asocian a exosomas, HDLs o complejos proteicos para evitar su
degradacion’.

Pero también se han descrito otra funcidén relevante de los miRNAs, ya que numerosos
estudios han demostrado que la desregulacion en el perfil de expresidon y secrecion de
algunos tipos de miRNAs estan relacionados con la aparicidn y desarrollo de diferentes
enfermedades, en especial de la fisiopatologia cardiovascular. Este aspecto es el que vamos
a abordar en este trabajo, recogiendo y seleccionando la informacidon de mayor relevancia y
actualizada sobre el tema.



Es considerado un asunto de gran importancia, ya que las enfermedades cardiovasculares
representan la principal causa de mortalidad en el mundo (figura 2), y gracias al estudio de
los miRNA se puede contribuir a conocer la etiologia de estas patologias, e incluso llegar a
desarrollar marcadores o dianas terapéuticas para tratar y evitar estas enfermedades.
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Figura 2. Las 10 principales causas de muerte en el mundo segtin la OMS?>.

Los miRNA fueron descritos por primera vez el afio 1993 por Lee? y Su equipo en la especie
Caenorhabditis elegans4, pero no fue hasta el aflo 2001 cuando fueron reconocidos bajo este
nombre gracias a los hallazgos realizados por diferentes investigadores y publicados en 3
articulos en la revista Science®. En el 2002 se publicaron los primeros estudios que ponian de
manifiesto el rol patogénico de los miRNA, en relacién con la leucemia crénica®.

En el afio 2006 se le otorgd el premio nobel en medicina a los investigadores Craig C. Mello y
Andrew Z. Fire’ por sus descubrimientos sobre la regulacion de la expresidn génica mediante
los miRNA y los SiRNA’, por el mecanismo conocido como interferencia por RNA.

Con el paso de los afios se fue descubriendo que los miRNA ademas estaban implicados en
un gran numero de procesos. En el 2008 se descubrioé la presencia de miRNAs circulantes®, y
se empezaron a asociar los niveles de miRNA con la aparicidn de diferentes patologias, en
concreto en primera instancia se asocié el aumento de miRNA-21 con el linfoma de células
B%. Desde entonces un gran n?2 de estudios e investigaciones se han centrado en encontrar
diferentes perfiles de miRNA circulantes que pudieran ser Utiles como biomarcadores de una
amplia gama de patologl'ase.



En cuanto a su influencia en el sistema cardiovascular, fue en el afio 2005 que mediante

estudios con Drosophila se observo el papel que tenian los miRNA en la fisiologia cardiaca, y

su conservaciéon entre las diferentes especies permitido que estos hallazgos pudieran ser

importantes también para la especie humana®.
A dia de hoy ya se han hallado mas de 2500 tipos de miRNA diferentes en células humanas®,
y se tiene un registro de todos ellos en la base de datos conocida como “miRNAbase”.

Es importante para la comprension de este trabajo recordar que la nomenclatura de los

miRNAs se basa en las siguientes normas:

Los miRNA se numeran para distinguirse entre ellos, clasificAndose segun el orden en
el que se descubran®®. Se diferencian por sus secuencias nucleétidicas.

Los ortélogos (miRNA en diferentes especies con la misma funcion) son casi idénticos
por lo que se designan con el mismo numero, ya que la secuencia se conserva entre
especies™.

Los miRNA que tienen secuencias muy similares (con cambios en uno o dos
nucledtidos) dentro de una especie también se nombran con el mismo numero, pero
son distinguidos por una letra (por ejemplo miRNA-133ay miRNA-133b)1°. Aguellos
miRNA con secuencias muy similares suelen agruparse en familias, y normalmente
tienen funciones similares®.

En el caso de que haya 2 miRNA que se originan de los extremos opuestos de un
mismo pre-miRNA (precursor), se afiade el sufijo -3p o -5p12.

Y finalmente aquellos miRNA que tienen una secuencia idéntica pero que son
codificados en diferentes genes o regiones génicas se diferencian anadiendo un
nlimero adicional tras su numero correspondientelz.



1.2) Biosintesis y mecanismo de accion de los miRNAs
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Figura 3. Biogénesis y mecanismo de accidn de los miRNAs

Los miRNAs en primer lugar son transcritos en el nucleo por la RNA polimerasa Il, y se forma
un trénscrito poliadenilado, este es un precursor del futuro miRNA funcional, y se conoce
con el nombre de miRNA primario (pri-miRNA), que forma estructura de horquilla, que se
escinde mediante un complejo formado por Drosha (RNAsa lll endonucleasa) y DGCRS,
constituyendo otro precursor, conocido como el pre-miRNA, que es una secuencia de unos
70 nucleétidos, que mantiene la estructura de horquilla mencionada anteriormente. Este
pre-miRNA se exporta del nucleo al citoplasma, normalmente por la exportin 5, donde se
procesa por el enzima Dicer (RNAsa lll), y se forma un duplex con dos cadenas de miRNA,
ambas de una longitud de unos 22 nucleétidos. Estas dos cadenas del duplex pueden actuar
como miRNA funcionales, sin embargo solo una de ellas se incorpora al RNA-induced
silencing complex (RISC). Cuando forma parte de este complejo, el miRNA es capaz de
reconocer sus dianas, los mRNA, sobre los que actua inhibiendo su traduccién y por
extensién reduciendo la expresién génica de determinados genes. Esto se logra a través de



la degradacion de los mRNA, la represidn transcripcional o la deadenilacién o de-capping
(figuras 3-4)".

Condiciones de estrés pueden influir en gran parte en la biogénesis de los miRNAs,
provocando una disminucion en su perfil de expresidén. Por ello no actuarian inhibiendo
diferentes mRNAs. Estos puntos donde influye el estrés se representan en la figura 3
mediante rayos®>.

Origen de los genes que codifican para el miRNA:

Una gran parte del genoma humano da lugar a lo que se conocen como los ARN no
codificantes (ncRNA), moléculas funcionales que cumplen acciones regulatorias, pero que no
llegan a traducirse a proteinas®. Entre los diferentes tipos de ncRNAs se encuentran los
miRNAs®.

Como hemos mencionado, ya se han catalogado mas de 2500 secuencias de miRNA en el
genoma humano®. Muchos de estos miRNAs son de expresion especifica de diferentes
tejidos y tienen patrones de expresiéon que varian en funcién del estado del tejido o el
momento del desarrollo en el que se encuentre®. Los genes que codifican para los miRNA
tienen una longitud mayor a los miRNA funcionales.

Mas del 50% de los miRNA son policistrdnicos, es decir que son generados a partir de un
mismo transcrito o de un cluster de genes®, en una misma secuencia del DNA se pueden
encontrar codificados diferentes miRNA. Posteriormente se fragmenta esta secuencia y se
obtienen los miRNA individuales y maduros®.

En cuanto a la transcripcién de los genes de miRNA, esta puede regularse por promotores
especificos. Pueden encontrarse en intrones o de forma menos frecuente en las regiones no
codificantes de los exones®™. Los niveles relativos de los miRNA dentro del cluster estan
regulados por estimulos externos, como el desarrollo, la aparicion de una patologia o
diferentes condiciones fisiolégicasG.

Las regiones de DNA que codifican para los miRNA en el genoma también pueden sufrir
mutaciones™, gue al tener lugar pueden provocar diferentes enfermedades o problemas en
el desarrollo. También pueden tener lugar mutaciones en los lugares de unién de los miRNA,
especialmente en el extremo 3’ UTR de los mRNA®, y que de esta forma se pierda también
la regulacién que ejercen los miRNA.



Actuacion de los miRNA sobre la regulacion de otros genes:

Como se ha comentado de forma breve anteriormente, los miRNA ejercen su funcién
regulando la expresion de los mRNA, ahora se va a exponer esto con un poco mas de detalle
(figura 4):

Las senales de estrés activan diferentes vias de sefalizacion, que puede provocar el aumento
o la disminucién de los niveles de miRNA en la célula®®. Los miRNA se unen especificamente
a diferentes mRNAs y regulan negativamente su expresion, mediante su degradacion o
inhibiendo la traduccién de ese mRNA. Pero también pueden jugar un papel aumentando la
expresion de diferentes genes, al disminuir la expresion de sus inhibidores, o un patrén de
una bajos niveles de miRNA especificos puede conllevar al aumento de mRNAs que estaban
inhibidos'®

regulacién génica, regulando de forma directa la inhibicion de mRNAs y provocando la

. Con estas situaciones se demuestra como los miRNAs estan implicados en la

traduccién de otros miRNAs de forma indirecta'®
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Figura 4. Regulacion génica mediada por miRNAs'®

Es importante recalcar que al tener un tamaino pequefio, los miRNAs pueden tener un gran
n2 de secuencias diana en diferentes mRNA, por tanto un mismo miRNA puede estar
implicado en la regulacién de un gran n2 de proteinas y procesos. De la misma forma, un
MRNA puede ser regulado por mas de un miRNA.



Se debe tener en cuenta que cuando en este trabajo se hable de inhibicion génica por
miRNAs, se estara refiriendo a una inactivacion de la expresién a nivel post-transcripcional,
es decir, mediante los mecanismos por los cuales actian los miRNA sobre los mRNAs.

1.3) miRNAs extracelulares y comunicacion celular

Para salir de la célula y poder ejercer sus funciones en otros tejidos diferentes a donde se
sintetizan, los pre-miRNAs y los miRNAs pueden incorporarse a exosomas, que se secretan
cuando los cuerpos multivesiculares (MVB) se fusionan con la membrana plasmatica®.
También se pueden secretar al unirse a microvesiculas, al asociarse con lipoproteinas de alta
densidad (HDL) o al juntarse con proteinas de unién a RNA, como la NPM1 o la Ag0215
(figura 5).

Los ultimos estudios han propuesto que los miRNA también podrian salir de la célula por
, / 1
canales, aunque esto no se ha demostrado atn a dia de hoy™.
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miRNA celulares

Estos miRNAs circulantes pueden llevar a cabo funciones como mensajeros endocrinos o
paracrinos en el sistema cardiovascular’. La estabilidad de los miRNAs circulantes, ha puesto
de manifiesto la posibilidad de que estas moléculas tengan un importante papel como
comunicadores intercelulares’. Existen diferentes modelos que explican la internalizacién de
los miRNAs en los tejidos diana: el primero de ellos expone que las microvesiculas que
contienen miRNAs pueden ser captadas por fibroblastos mediante endocitosis, fusion de
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membranas o fagocitosis®. La captacién de miRNAs que no se encuentran en vesiculas, como

por ejemplo de los asociados a HDL, consistiria en la unién a receptores scavenger en las
, . 9

células diana”.

En el contexto de la enfermedad Cardiovascular, diferentes estudios han propuesto que los
miRNAs exdgenos (que actlan en un tejido donde no han sido sintetizados) regulan la
expresion génica de la misma forma que los miRNA enddgenos. Esto confirma que los miRNA
pueden ejercer sus funciones en un gran n2 de tejidos sin importar que no se sinteticen en
ellos. Por ejemplo, se observé como el suministro de miR-126 originado en células
endoteliales transmitia sefales paracrinas a las células vasculares receptoras,
desencadenando asi la produccion de CXCL12, una citoquina que contrarresta la apoptosis y
recluta a otras células progenitoras®’.

2) Objetivos

A lo largo de este trabajo de fin de grado se va a tratar, a partir de la bibliografia disponible,
de alcanzar los siguientes objetivos:

La identificacion de los principales miRNAs que estdan implicados en la disfuncidn
cardiovascular, profundizando en los mecanismos de accién mediante los que actuan.
También es objetivo evaluar el posible papel de los miRNAs circulantes sobre la
fisiopatologia cardiovascular.

Finalmente se tratara de reflejar la importancia de los miRNA circulantes como instrumentos
de diagndstico, proponiendo diferentes perfiles como marcadores de patologias
cardiovasculares.

3) Materiales y métodos

3.1) Estrategia de busqueda

Busqueda bibliografica de articulos relacionados con el tema en las bases de datos on-line
disponibles: PubMed Central y PubMed.

También se han buscado articulos las bases de datos SCOPUS vy science direct, aunque en
estos casos la aportacion ha sido minima, al repetirse mucha informacién de la ya
seleccionada de PubMed.

Incluso se ha podido obtener informacién directamente de la revista Circulation research,
una de las revistan mas influyentes sobre la investigacién de la fisiopatologia cardiaca.
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Primero se realizé una busqueda mas general para hacerse una idea de la situacion actual
del tema del trabajo, todo lo que se sabe de él a dia de hoy. Se hacen busquedas por las
palabras claves, como microRNA y su relacidon con el sistema cardiovascular (tablas 1-2).
La estrategia consiste en ir acotando cada vez mas la busqueda e ir seleccionando y leyendo
los articulos que parezcan de mas utilidad para realizar el trabajo.
Se han aplicado los siguientes filtros:

- Ano de publicacidn: a partir de 2012 (ultimos 5 afios)

- Disponibilidad: full text available

Ademas con la cuenta personal de PubMed, pude hacer que se me enviardn alertas
mensuales con los articulos publicados durante ese tiempo que contuvieran las palabras
clave “miRNA” AND “cardiovascular”.

También hay que destacar que la bibliografia se almacena en el programa de citaciones
Mendeley, que ha resultado muy atil a la hora de guardar referencias y organizar la
bibliografia.

A continuacién (figura 6) vemos el auge en las publicaciones sobre la relacion del miRNA con
el sistema cardiovascular:

miRNA AND Cardiovascular

1000 +
900 -
800 -
700 -
600 -
500 +
400 -
300 +
200 -
100 -+

n?2 publicaciones

Figura 6. Numero de publicaciones en funcion del afio sobre los miRNA y su relacién con el
sistema cardiovascular, en la base de datos PubMed, desde el 2003 hasta el 2016.

También se han hecho busquedas en funcidn de autores que estan relacionados con el tema,

como la autora Eva van Rooij, una de las pioneras en las investigaciones que relacionaron los
miRNA con la disfuncién cardiovascular.

12



3.2) Seleccion de articulos

Atendiendo a la gran cantidad de articulos obtenidos mediante las busquedas realizadas
(tablas 1-2), es necesario seleccionar aquello que se consideren que mds y mejor
informacién pueden aportar al trabajo.

Para situarse en el tema e ir empezando con el trabajo, aquellos articulos que mas se
consultaron fueron correspondientes a reviews. Dentro de las reviews se encontraron
también referencias utiles sobre articulos experimentales que también han contribuido al
trabajo.

Después se aplicaron los siguientes criterios de seleccidén: aquellos cuyo titulo se ajustara
mas a la busqueda y a los intereses del trabajo y a continuacién aquellos que leyendo el
abstract se consideraran utiles.

microRNA AND cardiovascular 14095
microRNA AND cardiovascular (ultimos 5 afios) 11717
microRNA AND cardiovascular (tltimo aino) 2290
microRNA AND cardiovascular (review) 9029

Tabla 1. Busquedas realizadas y los resultados correspondientes obtenidos en la base de
datos PubMed Central (PMC), a dia 27/02/2017 para realizar una primera aproximacion
sobre el tema a estudiar.

Busqueda N2 de resultados

microRNA AND cardiovascular 4364
microRNA AND cardiovascular (ultimos 5 afios) 3448
microRNA AND cardiovascular (altimo aiio) 335
microRNA AND cardiovascular (review) 1111

Tabla 2. Busquedas realizadas y resultados correspondientes obtenidos en la base de datos
PubMed, a fecha de 27/02/2017

Gracias a este procedimiento de busqueda se consiguieron seleccionar un total de 69
articulos, de los cuales 48 de ellos fueron utiles para extraer la informaciéon que se ve
reflejada en este trabajo, los restantes se descartaron al tener un contenido bastante similar
a otros articulos empleados.
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4) Resultados/Discusion

En este apartado se va a tratar transmitir como actian los miRNA sobre el tejido cardiaco,
se va ver cudles son sus funciones en condiciones normales, y como la desregulacion de
estas moléculas influye en un gran numero de enfermedades cardiovasculares, vy
aprovechando este conocimiento se van a proponer diferentes miRNA circulantes como
biomarcadores.

Para concluir esta seccion se describird brevemente el uso de miRNAs para la terapia de
enfermedades cardiovasculares.

4.1) miRNAs en la fisiopatologia cardiovascular

4.1.1) miRNAs durante el desarrollo cardiaco, la fisiologia y en cardiopatias congénitas

El corazéon es el primer d6rgano que se desarrolla durante la embriogénesis de los
vertebrados, y una disrupcién en su formacién desemboca en los que se conocen como
desérdenes congenitos'®. Experimentos con supresiones en genes que codifican para
diferentes miRNAs resultan en la letalidad de los sujetos experimentales por defectos
severos en el sistema cardiovascular™, lo que pone de manifiesto que los miRNA son
esenciales para el desarrollo cardiaco (figura 7).

Los miRNA expresados en el tejido cardiaco (actualmente ya se han descrito mas de 200)
contribuyen a la funcién normal o patolégica del sistema cardiovascular, en particular
durante el desarrollo regulan la proliferacion, diferenciacién y la conduccién cardiaca™
(figura 7), por ejemplo el miRNA-1 promueve la diferenciacién de los cardiomiocitos,
mientras que el miRNA-133 la inhibe®®. Mediante este mecanismo los miRNA controlan lo
qgue se conoce como hipertrofia fisioldgica cardiaca®. También cabe destacar el papel del
miRNA-208, que también regula la hipertrofia cardiaca, uniéndose a una proteina implicada
en la via de la sefializacién de la hormona tiroidea®.

Hay muchos otros miRNA regulando el desarrollo cardiaco, sin embargo se ha demostrado
que no todos son imprescindibles, ya que hay grupos de miRNA con funciones redundantes ™
o bien se activan mecanismos compensatorios in vivo ante el déficit de un miRNA con una
especifica™.

A nivel post natal se ha observado un aumento en los niveles de miRNA-195 y miRNA-497 en
ratones, que pueden estar implicados en la binucleaciéon y la diferenciacion de los
cardiomiocitos®®, mientras qgue la familia del miRNA-15 reprime la expresion de diferentes
reguladores del ciclo celular e inhibe la proliferacién de los cardiomiocitos®”.
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Ademas estudios han demostrado que incluso miRNA no expresados en el corazén pueden
tener un efecto cardioespecifico, por ejemplo miRNA expresados en fibroblastos, células
musculares lisas o células endoteliales®’. Esto es gracias a los mecanismos de comunicacién
celular y el transporte caracteristico de los miRNA!. En el musculo esquelético se expresa
especificamente en MiRNA-206, y también miRNA-1, miRNA-133a y miRNA-133b (aunque
estos se expresan también en el tejido cardiaco), que son conocidos bajo el nombre de
myomiRs? . Estos estan implicados en la diferenciacién, desarrollo y mantenimiento de las
células musculares, tanto de musculo cardiaco como esquelético?

Recientemente se ha descrito que los miRNA tienen importancia en la recuperacion del
tejido cardiaco tras sufrir el infarto de miocardio (IM)*

Defectos congénitos

Diferentes defectos congénitos han sido relacionados con la expresion alterada de diferentes
miRNAs?. Los corazones de pacientes con anormalidades congénitas tienen unos perfiles de
expresion de miRNAs alterados, lo que puede afectar al desarrollo o funcidén del sistema
cardiovascular®. Por ejemplo en pacientes con Sindrome de Down (trisomia del cromosoma
21), presentan una sobreexpresiéon de miRNAs codificados en este gen, como son el miRNA-
99a, let-7¢c, miRNA-125b-2, miRNA-155 y miRNA-802°°.

En el caso de la Tetralogia de Fallot, se ha encontrado que hasta 61 miRNA implicados en el
desarrollo cardiaco se encuentran desregulados20

La desregulacién de miRNA que en condiciones normales no tiene efectos importantes,
pueden tener un grave impacto en el caso de que el individuo se encuentre en condiciones
estresantes®
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Figura 7. Representacion del desarrollo cardiaco en ratones y los miRNAs implicados en su
regulacién15
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4.1.2) miRNAs en el sistema vascular y la homeostasis endotelial

Se ha demostrado también que los miRNA tienen un papel clave en el control de la
diferenciacion y proliferacidn de las células musculares lisas y células de médula dsea, en la
angiogénesis, la inflamacién, la remodelacién cardiaca, la vasculogenesis y en la funcién
endotelial®.

La formacion del sistema vascular es un proceso muy complicado que requiere de la
agrupacion de angioblastos, que dan lugar a la vasculogenesis y a la angiogénesis™. Se define
la angiogénesis, como el proceso mediante el cual se forman los vasos sanguineos, y es un
proceso muy importante para el desarrollo y la remodelacién del sistema vascular. Es
fisiolégico, pero en condiciones puntuales, como en el desarrollo de los tumores, también
puede llegar a ser patoldgico. Investigadores han demostrado como el miRNA-26 regula
negativamente la angiogénesis al actuar sobre las BMPs (bone morphogenic protein) en
células endoteliales®®, lo gue afecta a la via de sefializacion SMAD1 (via implicada en la
angiogénesis) 3 Otro implicado es el miRNA-222, que se relaciona negativamente con el
STAT5A% (molécula de transduccién de sefial que activa la transcripcion de genes
angiogénicos), lo que provoca que se pierda la formacidn de vasos sanguineos.

En cambio hay otros miRNA que estimulan la angiogénesis, como es el caso del miRNA-210,
gue estimula la tubulogénesis25 o del miRNA-130a%, gue estimula la formacién de vasos
sanguineos al inhibir factores anti-angiogénicos como GAX o HOXA5%.

También cabe destacar que el miRNA-126 (especifico de las células endoteliales), estimula la
sefializacion VEGF y activa la actividad de Ang—127, factor que provoca la estabilizacién y
maduracién de los vasos sanguineos.

La homeostasis y la integridad de las células endoteliales son esenciales para la funcion
correcta del sistema vascular'® En la disfuncién de las células endoteliales se ha descrito
como la expresion de miRNA-10a contribuye a la regulacién del estado pro-inflamatorio en
regiones susceptibles a sufrir aterosclerosis®®, inhibiendo moléculas de adhesion pro-

. . . 2
inflamatorias, como CAM-1 o E selectina®®

. De forma similar hay miRNA que controlan la
inflamaciéon vascular, actuando sobre la expresiéon de CAM-1 y E-selectina. Entre ellos se

encuentran: miRNA-181, miRNA-126, miRNA-31 y miRNA-17-3p e,

Finalmente, es importante destacar el caso del miRNA-145, se expresa en altos niveles en las
células musculares lisas del sistema vascular (VSMC), regula el cambio de estado contractil a
secretor®. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEFG) regula la expresién del
cluster miRNA-17-92, por lo que este miRNA tienen importancia sobre el proceso de
angiogénesis®.
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4.2) Principales miRNAs implicados en la disfuncion cardiovascular y su
potencial papel como biomarcadores

Los miRNAs circulantes presentan muchas ventajas para convertirse en posibles
biomarcadores para una amplia gama de enfermedades cardiovasculares. Entre estas
ventajas encontramos que se pueden medir mediante técnicas no invasivas, un alto grado de
especificidad y sensibilidad, tienen vida media elevada®, las secuencias se conservan entre
distintas especies (lo que hace mas sencillo su estudio) , no se degradan con facilidad (son

estables a temperatura ambiente y resisten a bajas temperaturas)®*>°

y se encuentran
estables circulando en sangre’. A dia de hoy los diagndsticos de enfermedades
cardiovasculares dependen en gran medida de técnicas de imagen (RMN, TAC...), las cuales
no son cuantitativas. Con el estudio de los miRNA circulantes, este campo puede mejorar la
sensibilidad y especificidad a la hora de diagnosticar este tipo de enfermedades™. Su
deteccion en sangre se realiza gracias a la técnica conocida como microarray, que permite
evaluar todos los miRNAs presentes en el plasma®'. También se puede utilizar una PCR
cuantitativa (qPCR) para determinar su distribucién®. Cabe tener en cuenta que los miRNAs
se ven afectados por fdrmacos de anticoagulacion antiplaquetariosG, por tanto se debe
tomar en cuenta si el paciente toma este tipo de medicacidn cuando se le realice el analisis

de miRNAs.

Otra ventaja es que los miRNA pueden ser detectados en las primeras horas de la
manifestacion del cuadro clinico, lo que facilita que se dé un rdpido diagndstico, ademas sus
cambios a lo largo de la patologia nos informan sobre la progresién de esta, por lo que
también tienen utilidad de pronésticoe.

Los miRNA extracelulares son detectables en un gran n2 de fluidos corporales: plasma,
suero, saliva, orina, lagrimas, liquido amnidtico, calostro, leche materna, liquido seminal,
fluido bronquial, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal y liquido pleuralsz. Esto da una
idea de la gran influencia que tienen los miRNA y en los multiples tejidos donde actuan. Sin
embargo las muestras que son de mayor utilidad para el diagndstico de enfermedades
cardiovasculares son las de plasma33. Muchos miRNAs tienen expresidn tejido-especifica, es
por ello que para estudiarlos se ha requerido de mediciones de sus niveles de expresidon en
el tejido de origen, y no solo en el plasmalg.

La presencia en sangre de los miRNA en una situacién patoldgica puede deberse tanto a que
pueden estar implicados directamente en el desarrollo y progresion de la enfermedad o
porque han sido secretados de la célula como consecuencia de la lesidon en el tejido.

Entre las enfermedades que pueden ayudar a diagnosticar encontramos entre otras la
insuficiencia cardiaca, el infarto de miocardio agudo, y cardiopatias asociadas a

arterosclerosis y diabetes mellitus®, y como pasaremos a ver a continuacion, mas que
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seleccionar un solo tipo de miRNA como biomarcador, es de mas utilidad tener en cuenta
todo un conjunto de miRNA para diagnosticar la enfermedad.

Si bien es cierto, a dia de hoy no se han estipulado unos rangos o valores de referencia que
relacionen unos niveles especificos con la enfermedad, se ha observado que la simple
presencia o ausencia de un determinado tipo de miRNA en sangre se relaciona directamente
con las diferentes enfermedades cardiovasculares que pasaremos a exponer en este
apartado. Pero también cabe mencionar que en los estudios epidemiolégicos que se han
realizado en este campo, los resultados obtenidos se suelen comparar con los niveles en
individuos control, y es por eso que se habla de niveles aumentados o disminuidos de ciertos
tipos de miRNA (en comparacién al individuo control), y por ello en este trabajo también se
utilizara esta terminologia.

Este campo aun sigue en investigacion y en un futuro cercano gracias a los estudios que
estdan realizdndose, se va a llegar a definir unos rangos de concentracién de miRNA en
sangre que va a aumentar la especificidad y la sensibilidad de este tipo de diagndsticos.

- Aterosclerosis

La aterosclerosis es la enfermedad en la cual tiene lugar un estrechamiento en la luz de los
vasos vasculares por la acumulacién de placas de ateroma, y esto conduce a una gran
multitud de enfermedades del sistema cardiovascular, como la cardiopatia isquémica**.

Los miRNAs tienen un papel fundamental en la patogénesis de la aterosclerosis, pero antes
de exponer su relevancia, cabe recordar que los macréfagos son los principales implicados
en el desarrollo de esta condicidn, al formar las células espumosas (cargadas de colesterol)
gue componen la placa de ateroma. Los macréfagos se pueden dividir dos tipos, los
primeros promueven la inflamacién e inhiben la proliferacion celular, mientras que los
segundos promueven la proliferacion celular, la reparacidn tisular y son antiinflamatorios™>.
La proporcion de los dos fenotipos macréfagos afecta a la aparicidn de la aterosclerosis.

Una vez mencionado esto, pasamos a ver la implicacion de los miRNA en esta patologia. La
disminucion de la expresién de miRNA-181b en las células endoteliales del tejido adiposo
blanco de ratones se ha relacionado con una predisposicion a sufrir aterosclerosis>. Gracias
al hallazgo de esta relacion, estudios demostraron que la administracién de miRNA-181b
estimula la presencia de los macréfagos del fenotipo antiinflamatorio y reduce la
acumulacién de macréfagos en el tejido adiposo®. El miRNA-181b también estimula la
fosforilacién y activacion de AKT (proteina kinasa) en Ser473, lo que provoca una reduccién
de la disfuncién endotelial y un menor riesgo aterogénico, y ademds el miRNA-181b inhibe
la expresion de PHLPP2, proteina que desfosforila e inactiva AKT?>.
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Sin embargo, el miRNA-181b no inhibe la capacidad migratoria y proliferativa de los
macréfagos™.

Por lo tanto, la disminucion de miRNA-181b aumenta la inflamacion vascular y acelera la
aterogénesis, y por eso en este trabajo lo consideramos como un potencial biomarcador de
esta enfermedad.

Los miRNA también estan implicados en la regulacién del metabolismo del colesterol, desde
la biosintesis a la captacién y la excrecién(o retirada de exceso)®. Esta regulacién es otro
mecanismo mediante el cual los miRNA estan implicados en la aterosclerosis y todas las
complicaciones que se derivan de estas®. En este contexto, otro miRNA que esta implicado
en la aterosclerosis es el miRNA-33, ya que inhibe la expresion del ABCA1, un importante
transportador de colesterol presente en las HDL, cuya funcidon es retirar el exceso de
colesterol de los tejidos®®. Este es un mecanismo que tienen las células para prevenir la
formacidn de placas de ateroma. La funcidn fisiolégica de este miRNA asegura un nivel
adecuado de colesterol en la célula cuando los niveles de colesterol disminuyen, al inhibir su
transportezs. Sin embargo si la expresiéon del miRNA-33 persiste, puede llegar a acumularse
demasiado colesterol en las células y que se produzca una aterosclerosis®. Ademds este
miRNA también esta implicado en otras vias como la inflamacién, la secrecidn biliar o la
glucemia, teniendo un papel importante en la formacion y desarrollo de esta patologl’azs.
También se ha visto implicado en la homeostasis lipidica el miRNA-122°, de expresion
hepatica, y estudios han demostrado como su inhibicién conlleva una bajada del nivel de
colesterol total, y una mejora en la esteatosis hepatica (higado graso)G.

El problema del miRNA-33 es que también esta presente en otras enfermedades
cardiovasculares, como veremos a continuacién, por lo que no se puede utilizar
exclusivamente como diagndstico de la aterosclerosis.

Para mejorar la especificidad del diagndstico de la aterosclerosis, propongo usar la
combinacidén de la medida de estos tres miRNAs. Niveles aumentados de miRNA-33 y
miRNA-122 y niveles disminuidos de miRNA-181b en sangre, respecto a individuos control,
serian los marcadores de esta enfermedad.

- Infarto Agudo de miocardio (IAM)

Es la necrosis del tejido cardiaco por falta de riego sanguineo debido a una obstruccién en
los vasos sanguineos coronarios®. Se trata de la patologia coronaria con mayor
morbimortalidad®, y por tanto la mas preocupante. Un diagndstico preciso y precoz es
esencial para el control de la enfermedad’. Por ello se investigan biomarcadores eficaces
para diagnosticar la afeccion.
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El infarto agudo de miocardio se caracteriza por una muerte subita de las células cardiacas,
lo que provoca la salida al medio extracelular de diferentes componentes celulares, entre los
qgue hallamos diferentes miRNAs, que podrian ser usados como biomarcadores de la
enfermedad (el principal biomarcador que se utiliza ahora es la troponina).

El miRNA-208 especifico de las células cardiacas, se codifica por un intron del gen a-MHC.
Estudios han confirmado que esta involucrado en la hipertrofia de los cardiomiocitos, la
fibrosis y la expresion del gen B-MHC en respuesta al estrés®’.

En diferentes investigaciones, en las que se indujo una lesién del miocardio, se observd
como durante las primeras horas tras el infarto, los niveles del miRNA-208 aumentaban®®,
Incluso se observd una correlacidon entre los niveles plasmaticos de miRNA-208 y de
troponina cardiaca®®, el mejor marcador para el IAM actualmente. Esta molécula es
detectable en el plasma entra la 12 y la 42 hora tras sufrir el IAM®

En estudios realizados en humanos, mediante analisis realizados con microarrays, ya se ha
visto como pacientes que han sufrido un IAM tienen elevados niveles de miRNA-208 en
sangre®.

Gracias a estos resultados podriamos considerar al miRNA-208 como un buen biomarcador,
sensible y especifico, para el diagndstico de IAM.

Otro miRNA relacionado con el IAM miRNA-499 , del que se observd un incremento en sus
niveles plasmaticos en la fase aguda de un IAM (periodo de 48h tras el inicio del dolor en el
pecho)’. Tras este tiempo sus concentraciones son practicamente indetectables, lo que
puede suponer una limitacion. Niveles de miRNA-1 también se incrementan rapidamente
después del IAM, llegando a una concentracion maxima a las 6h, y se mantienen en sangre,
hasta volver a sus niveles basales, hasta 3 dias después de la lesion™.

Estudios sugieren que en pacientes de IAM, los niveles de miRNA-133a en la circulacidon
coronaria se encuentran aumentados™.

Otros candidatos son los miRNA-21, miRNA-126, miRNA-146a, miRNA-30a y miRNA—1951,
gue podrian complementar el diagndstico, sin embargo de estos no se ha observado una
implicacion muy relevante en la enfermedad™.

Se puede concluir que la combinacién de cuatro perfiles principales de miRNAs (miRNA-208,
miRNA-499, miRNA-1 y miRNA-133) son unos buenos marcadores para detectar el IAM.
Para realizar un diagndstico preciso es mejor mirar los niveles en sangre de los cuatro tipos,
y no tan solo de un tipo.

También hay que remarcar que todavia existen limitaciones. Los miRNA-499, miRNA-1 y
miRNA-133 no pueden utilizarse como biomarcador del IAM por si solos, ya que
investigaciones han determinado que en lesiones del musculo esquelético también se elevan

20



los niveles de estos miRNA®’, perdiendo asi especificidad para diagnosticar el IAM, en
cambio el miRNA-208 si que es especifico del tejido cardiaco™.

También se debe tener en cuenta la dificultad que puede tener determinar los niveles de los
miRNA.

- Insuficiencia cardiaca (IC)

En esta patologia el corazén es incapaz de bombear sangre de forma correcta para satisfacer
las necesidades del organismo™.

A dia de hoy no se ha descrito ningin miRNA especifico para la insuficiencia cardiaca, sin
embargo, se han observado en pacientes con insuficiencia cardiaca perfiles de miRNA
caracteristicos que estan implicados en la patologia y pueden ser utiles para el diagndstico.

El miRNA-423-5p presenta valores altos en aquellas personas que padecen Ic, y permite
distinguirlos de personas sanas y pacientes con disneas’. Por tanto se considera como un
potencial biomarcador para esta enfermedad.

También se han descrito otros potenciales candidatos para el diagndstico de la IC, aunque de
menor especificidad que el mencionado. Se trata de los miRNA-126 y miRNA-499". Los
niveles de miRNA-499 se encuentran elevados en plasma en la fase aguda de la IC*, en
cambio los de miRNA-126 disminuyen al sufrir una 1C*%. Aunque como se ha mencionado
estos 2 miRNAs no son demasiado especificos para el diagndstico de IC ya que se han visto
relacionados también con otras enfermedades, como es el caso del miRNA-499 y el IAM, y
se necesita profundizar en su investigacion para considerarlos marcadores fiables para el IC .
Los estudios recientes estan estudiando la posible relacién de la insuficiencia cardiaca con
los siguientes miRNA: miR-519e, miR-520d, miR-1231, miR-200b, miR-622 y miR-1228°. Hay
evidencia de que estos miRNA se encuentran elevados en la IC y se relacionan ademds con el
péptido natriurético tipo B o cerebral (BNP) °, principal marcador de la IC.

También se observé que los perfiles de miRNA circulantes en enfermos con insuficiencia
cardiaca podian ser de utilidad para ver como respondian a la terapia. Y es que los niveles de
miR-26b-5p, miR-145-5p, miR-92a-3p, miR-30e-5p y miR-29a-3p se encuentran elevados en
los pacientes que se recuperan favorablemente de la patologia, gracias a la terapia de re-
sincronizacion cardiaca’.

De esto se puede concluir también que los miRNA circulantes estdn implicados en la
recuperacion de las funciones cardiacas’.

- Hipertension

Se he propuesto que los miRNA también pueden tener un rol regulando la presidon
sanguinea. Se ha observado el aumento de los niveles de miRNA-42, miRNA181a, miRNA-
210, y miRNA-505 en pacientes con hipertensiéon®’, comparados con individuos control,
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postulandose estas variantes como biomarcadores de la hipertension. El que presenta mas
especificidad y puede ser considerado como mejor biomarcador es el miRNA-505, ya que
también se han observado niveles elevados de este tipo tanto en pacientes pre-hipertensos
como hipertensos>".

Pero también es interesante el caso del miRNA-181a, que actua en el rifién, mediante la
regulaciéon negativa (downregulation) de cuatro vias mitocondriales y la estimulacién
(upregulation) de 41 cascadas de sefializacion implicadas en la inmunidad adaptativa vy la
inflamacion®, y es por este motivo que el miRNA-181a renal ejerce multiples efectos en
vias relevantes para la regulacién y el aumento de la presidn sanguinea (tanto sistélica como
diastélica) y por tanto los niveles circulantes de miRNA-181a son a la vez un indicador de la
expresion renal miRNA-181a y un potencial biomarcador de la hipertension arterial®.
También cabe destacar que este miRNA se une a la region 3’UTR del gen de la renina, y
provoca la inhibicién de la expresion de este gen®®, pero solo se une a aquellos genes de
renina que codifican para proteinas que no son secretadas a la circulacién® y por tanto no
tienen funcidn sobre la presion arterial. Por esta razon el miRNA se relaciona con la presion
sanguinea independientemente de la renina.

- Hipertrofia cardiaca patoldgica

Aumento del tamafio del corazén en respuesta a enfermedades cardiovasculares™®. A
menudo pueden llegar a provocar una insuficiencia cardiaca®®.

Hasta 3 miRNA circulantes se han considerado relacionados con la hipertrofia cardiaca
patoldgica, estos son el miRNA-199a-5p, miRNA-27a, miRNA-29a°** y el miRNA-195".
Especialmente destaca el caso demo miRNA-195, ya que en ratones se ha observado cémo
se une especificamente a la proteina MO25, importante componente de la sefializacion de
AMPK, via que estd implicada en el desarrollo de la hipertrofia y de la insuficiencia
cardiaca®®.

Referente al miRNA29a**, hay que comentar que su presencia elevada en la circulacion se
asocia significantemente tanto a la hipertrofia como a la fibrosis cardiaca®.

Por tanto se postula el aumento o la presencia en sangre de estos 3 miRNA como un
potencial biomarcador de la hipertrofia cardiaca patoldgica.

- Fibrosis cardiaca

La fibrosis cardiaca es el proceso mediante el cual se originan depdsitos (o deposiciones)
nocivas de proteinas de la matriz extracelular en el miocardio, lo que conduce a una rigidez
ventricular y disfuncidn contractil, condiciones que contribuyen a la aparicién y desarrollo de
la insuficiencia cardiaca en diversas condiciones patoldgicas™.
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Se ha demostrado como este proceso estd altamente influido y regulado por diferentes
miRNA: miRNA-21 se encuentra sobreexpresado en los fibroblastos cardiacos, en respuesta
al estrés (por ejemplo en una situacidon de insuficiencia cardiaca), y actua reprimiendo a
Spryl, aumentando la sefializacién de PK y la via de MMP-2, al inhibir PTEN. Todas estas
situaciones provocan proliferacion y fibrosis de los fibroblastos 2.

Como hemos mencionado en el apartado anterior, también existe correlacidon entre el
miRNA-29a vy la fibrosis cardiaca.

Por tanto, ante la elevada produccién de miRNA-21 en el tejido cardiaco en esta situaciéon
patoldgica, lo veo como un buen marcador para la enfermedad, ya que con seguridad, se
verd la presencia de este miRNA en sangre, o su elevacién respecto a individuos sanos.
También es indicador de esta patologia el miRNA-29a en sangre.

- Arritmias

Las arritmias son deterioros en la funcion de bombeo del corazdn, en las cuales la actividad
eléctrica del corazén se torna inestable e irregular'®. Se producen a consecuencia de la
remodelacién del corazén posterior a una insuficiencia cardiaca o a una isquemia en el tejido
cardiaco (que conllevan a una pérdida de tejido)™.

Se ha determinado la influencia de los miRNA-1y 133 (presentes en musculo cardiaco)®, en
el proceso del desarrollo cardiaco, y se encuentran en niveles especialmente elevados en la
lesién isquémica cardiaca. Esta sobreexpresion de estos tipos de miRNA conduce a una
ralentizacion y despolarizacién, al reprimir la traduccién de KCNJ2 (encargado de expresar el
canal de K+ en el complejo Kir2.1) y GJA1 (que codifica para la conexina 43, una proteina
“gap junction”) 18 promoviendo la aparicion de arritmias. La conexina 43 es objetivo de
miRNA130a’?, y la sobreexpresién de este miRNA contribuye a la patogénesis de las
arritmias atrial y ventricular.

También se ha descrito como los miRNA pertenecientes al cluster del miRNA-17-92 (miRNA-
17, miRNA-18a, miRNA-19a/b, miRNA-20a, miRNA-92a)46 y del cluster miRNA-106b-25
(miRNA-106b, miRNA-93 y miRNA-25)* se regulan positivamente por Pitx2*’, un factor de
transcripcién implicado en el desarrollo cardiaco. Un déficit de estos miRNA (por
alteraciones en los niveles de Pitx2), se traduce en una fibrilacion auricular47, una de las
arritmias mas comunes.

Otros autores pusieron de manifiesto como una reduccion de los niveles de miRNA-150 en
las plaguetas estaba relacionada con la aparicién de la fibrilacién auricular en pacientes que

habian sufrido previamente una insuficiencia cardiaca sistdlica™.

Por los motivos expuestos creo que unos biomarcadores especificos para detectar las
arritmias serian tanto la elevacion del miRNA-1 y miRNA-133 como la disminucién del
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miRNA-150 vy de los miRNA pertenecientes a los clusters de los miRNA-17-92 y miRNA-
160b-25.

- Complicaciones cardiovasculares asociadas a la diabetes

Los pacientes diabéticos tienen un alto riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. Se
ha demostrado recientemente que la hiperglicemia aumenta la expresion de miRNA-1 y
miRNA-133 en células progenitoras (célula madre unipotente), lo que se asocia con la
supresion de KCNE1 y KCNQ1'®, genes que codifican para un canal de potasio (IKs), presente
en el tejido cardiaco e implicado en mantener el potencial de accién cardiaco y por ende la
contraccion del corazén. Estos defectos se traducen en alteraciones del ritmo cardiaco como
por ejemplo una arritmia o la fibrilacion auricular.

Alteraciones en otros perfiles de miRNA también afectan a la progresion de complicaciones
cardiovasculares derivadas de la diabetes®®. Por ejemplo, estudios epidemiolégicos han
demostrado que el miRNA126 circulante (que es una molécula implicada en la angiogénesis
y confiere proteccidn vascular) de pacientes diabéticos tipo 2 con enfermedad coronaria se
encontraba en niveles disminuidos®*, al compararse con individuos sanos>”.

Ademads la alteracién de los niveles miRNA se relaciona con la disfuncién endotelial, la
disfuncién de las células B pancredticas y células musculares lisas, la activacién de
macréfagos y el metabolismo lipidico en la diabetes®*.

Asi se demuestra el rol de los miRNA sobre la patogénesis asociada a las complicaciones
diabéticas™, y gracias a estos estudios podemos determinar como la medicién en sangre de
pacientes diabéticos de miRNA-1,miRNA-133 (presencia o valores aumentados) y miRNA-
126 (ausencia o valores disminuidos), pueden utilizarse como biomarcadores de
complicaciones cardiovasculares derivadas de una diabetes.

- Miocarditis viral (VM)

Esta enfermedad se define como inflamacién del miocardio, causada por infecciones virales,
reacciones inmunes post-infeccidén o reacciones autoinmunes’.

Los niveles en circulacién de miRNA-208b y miRNA-499 se elevan en la fase aguda de la
vMm*.

Pero como ocurre con casos anteriores, estos miRNA no se relacionan exclusivamente con
esta patologia, también presentan niveles elevados en pacientes con IAM o IC,".

En este caso la presencia en plasma de niveles elevados miRNA-208b y miRNA-499 se puede
relacionar con la miocarditis viral, pero también con otras diversas patologias
cardiovasculares, por lo que harian falta otras pruebas complementarias para diagnosticar
especificamente esta patologl'al.
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A continuacién, en la siguiente pdgina, se presenta una tabla con los potenciales miRNA que

podrian ser usados como biomarcadores, segun los conocimientos adquiridos en el trabajo:

Patologia MIiRNAs circulantes Efectos patoldgicos

Aterosclerosis

Infarto agudo de miocardio

Insuficiencia cardiaca

Hipertension

Hipertrofia cardiaca
patoldgica

Fibrosis cardiaca

Arritmias

Complicaciones asociadas a
diabetes

Miocarditis viral

M miRNA-33
MmiRNA-122
L miRNA-181b

™ miRNA-1

N miRNA-133
T miRNA-208
T miRNA-499

N miRNA-126
N miRNA-423-5p
N miRNA-429

T miRNA-42

> miRNA-181a

N miRNA-210

D miRNA-505

N miRNA-27a

N miRNA-29a

> miRNA-195

D miRNA-199a-5p
N miRNA-21

D miRNA-29a

T miRNA-1
TmiRNA-133
JmiRNA-17-92*
J miRNA-106b-25*
J MiRNA-150

M miRNA-1

T miRNA-133

J miRNA-126

> miRNA-208b

N miRNA-499

Inhibicion transportador
ABCA1, acumulacion de
colesterol e inflamacion
vascular

Hipertrofia cardiomiocitos,
fibrosis, disfuncion musculo

cardiaco

Gran especificidad, relacion
con BNP

Aumento de la presion
sanguinea

También para pre-
hipertension

Activacion via AMPK, cambio
tamafio cardiomiocitos

Proliferacion y fibrosis de los
fibroblastos

Despolarizacién , defectos en

desarrollo que provocan

fibrilacion auricular

Arritmias, fibrilacion auricular

Pérdida proteccién vascular
Presentes en la fase aguda

Tabla 3. Propuesta de diferentes perfiles de miRNAs como biomarcadores de diferentes

patologias cardiovasculares, y una breve mencidn sobre su implicacién en la enfermedad.

Se indica el uso del marcador segun sus niveles se encuentren elevados o disminuidos,

respecto a un control sano. Aunque en algunos casos también su mera presencia en el
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plasma puede usarse como biomarcador. La deteccidén se realiza en muestras de plasma
mediante microarrays. El simbolo * indica clusters de genes.

4.3) miRNAs como terapia

Como hemos visto a lo largo de este trabajo los miRNA tienen gran importancia en la
aparicién y desarrollo de diferentes patologias cardiovasculares, es por ese motivo que uno
de los objetivos actuales de las investigaciones es usar a estas moléculas como dianas
terapéuticas™®. Como veremos a continuacion estos farmacos se basan tanto en aumentar
como disminuir la presencia de miRNA, gracias a la administracién de moléculas analogas o
inhibidoras (figura 8).

El principal reto de estas terapias es ser lo mas especificas posible, ya que como un mismo
mMiRNA puede interactuar con diversos mRNA y viceversa, por lo que su administracion
puede conllevar la alteracién de diferentes funciones celulares™®

mMIRNA mimics

@ B

co-opted miRNA
\l blogcnesls machinery
¢m02 ¢
iIRNA
AntagomiR g:'plex
L0
oV Inappropriately Appeopriately
. up-regulatad i d
mIRNA iy
m
‘”J\-» Jr\v«" Inappropriately
down-regulated
1 ‘ -8 mIRNA
Normal mRNA
f\:":" expression level
o
A ‘
\.
o
Sequestering of excess mlRNA i
leading o up-regulation of
cognate mRNA target(s) Reconstitution of mIRNA expression,
leading to down-regulation of
cognate mRNA target(s)

Figura 8. Principales estrategias terapéuticas basadas en miRNAs®
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Se han desarrollado dos aproximaciones para utilizar los miRNAs como terapia®:
1) El uso de Anti-miRNAs o AntagomiRs (inhibidores de miRNAs) para disminuir los
niveles de miRNAs que se encuentren sobre expresados en una situacién patoldgica®.
2) El uso de miRNAs “mimics” para aumentar los niveles de miRNAs que se encuentren
en baja expresion en una situacion patoldgica®.

Por tanto la terapia consistiria en modular los niveles de miRNAs celulares,
incrementdndolos o disminuyéndolos, segun el tipo y la situacién.

Actualmente no hay ningln farmaco basados en estos mecanismos que se aplique en la
clinica, pero algunos de ellos ya estan en ensayos clinicos, en las fases 1 y Il , y el futuro
parece favorable®.

5) Conclusiones

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en todo el mundo,
por ello es un campo donde se realizan un gran numero de investigaciones y donde los
avances en materias de diagndstico y terapia son de gran importancia, al tener impacto
sobre la salud de muchas personas. El descubrimiento y estudio de los miRNA demostrd
cOdmo estas secuencias cortas no codificantes de nucledtidos actuaban en la regulacion de la
expresion génica y estaban implicadas en los procesos de desarrollo de d6rganos y de
diferentes patologias, donde destaca su implicacion en la fisiopatologia cardiovascular.

Se ha visto como la expresion de estos miRNA esta sujeta a la sefalizacidon de diversos
factores de crecimiento y a sefiales ambientales, y que la desregulacion de la expresidon de
estas moléculas, tanto por déficit como por sobreexpresion tiene efectos importantes sobre
la aparicion de defectos en el desarrollo del sistema cardiovascular y en la aparicién de
diversas enfermedades. Es por este motivo que se han propuesto los miRNA como un
potencial biomarcador para las enfermedades cardiovasculares, ya que se pueden detectar y
analizar en el plasma sanguineo tanto los miRNA que son responsables de la aparicion de la
patologia, como aquellos que han sido secretados a la sangre a causa de una lesién en el
tejido. Se crean perfiles de excrecidon caracteristicos de cada enfermedad. En este trabajo se
han realizado propuestas seleccionando aquellos miRNA que se han considerados de mayor
especificidad para diferentes patologias, poniendo asi de manifiesto la relevancia de estas
moléculas.

Por otra parte también estan siendo estudiados como terapia para tratar enfermedades
cardiovasculares, ya que se ha visto que es posible la regulacién de multiples procesos.
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Las perspectivas para llegar a utilizar estas moléculas en futuras pruebas de diagndstico

parece favorable, sin embargo aun quedan numerosos retos a superar y es por ello que me

esperanza el gran nimero de investigaciones que hay en activo en este campo.
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