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1. RESUMEN / ABSTRACT

Los long non-coding RNAs (IncRNAs) son RNAs no codificantes que no son
traducidos a proteinas y que presentan una longitud superior a 200 nucledtidos.
Previamente considerados como la “materia oscura” de la transcripcidon génica,
se ha descubierto que los INcRNAs modulan la expresién génica mediante
diferentes mecanismos y desempefan un papel destacado en enfermedades
cardiovasculares (ECDVs). Se han identificado numerosos IncRNAs en ECDV
especificas existiendo, sin embargo, pocos estudios sobre el papel de los
INcRNAs en aneurismas en la literatura cientifica actual. Los aneurismas
aorticos (AAs) son dilataciones asimétricas de la pared de la aorta con
diametros >1,5 veces el diametro basal, clasificables en toracicos (AATS) o
abdominales (AAAs). Constituyen una de las ECDV con mayores dificultades
de tratamiento, dado que actualmente el Unico tratamiento eficaz es el
quirargico, no existiendo un enfoque farmacoldgico que pueda ralentizar la
progresion del mismo. Este hecho impulsa la busqueda de posibles
marcadores diagndsticos y dianas terapéuticas como puede ser el caso de los
INcRNAs. Se han descrito varios IncRNAs en la patogenia del AAT, pero
actualmente no existen publicaciones disponibles sobre su papel en AAAs. En
nuestro estudio, seleccionamos cuatro IncCRNAs descritos en diferentes
enfermedades vasculares y que presentaran regiones homodlogas en ratdn
(HOTAIR, RNCR3, MALAT1 y XIST) y cuantificamos su expresion en un
modelo murino de aneurisma abdominal, tratado con angiotensina Il, para
determinar su posible papel en la patogenia del AAA.

Palabras clave: Long non-coding RNAs, enfermedades cardiovasculares,
aneurisma aortico toracico, aneurisma aortico abdominal.

Long non-coding RNAs (IncRNAs) are transcribed RNA molecules with no
protein-coding potential, which are more than 200 nucleotides in length. They
were previously considered to be the “noise” of gene transcription, but currently
it is becoming evident that IncRNAs may act as modulators of gene expression
network and are also involved in the development of cardiovascular disorders.
Numerous IncRNAs have been identified in specific cardiovascular diseases
(CVDs). However, there are few studies about the role of IncRNAs in
aneurysms in the current scientific literature. Aortic aneurysms (AAs) are
asymmetrical dilations of the aorta with diameters >1.5 times the normal size,
which can be classified into thoracic (AAT) and abdominal aneurysms (AAA).
Within the spectrum of CDV, AAs are the most challenging to treat. Currently,
the only available treatment is surgical intervention and no effective
pharmacological approaches have been approved to limit the progression of
aneurysm rupture in humans, which has driven the search for InCRNAs as
potential diagnostic and therapeutic targets. Several IncRNAs have been
identified in AATSs, but there is a lack of studies about the specific role of
IncRNAs in AAAs at the present time. In our study, we selected four INncCRNAs
described in both cardiovascular and aneurysmal disease that presented a
mouse counterpart (HOTAIR, RNCR3, MALAT1 and XIST) and quantified their
expression in an abdominal aneurysm murine model, in order to establish their
potential role in AAAs.

Keywords: Long non-coding RNAs, cardiovascular diseases, aortic aneurysm,
thoracic aortic aneurysm, abdominal aortic aneurysm.
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2. INTRODUCCION
1. LONG NON-CODING RNAs
I. CONCEPTO
A) RNAs no codificantes

Se denomina “long non-coding RNA” a todo aquel RNA no codificante cuya
longitud es superior a 200 nucledtidos. Los RNAs (acidos ribonucleicos, siglas
en inglés) no codificantes se definen como aquellas moléculas de RNA que son
transcritas desde regiones del DNA (&cido desoxirribonucleico, siglas en
inglés), pero que no son traducidos a proteinas. Los recientes avances en las
tecnologias de secuenciacion han demostrado que una parte mucho mas
extensa del genoma de la que inicialmente se pensaba es transcrita a RNA, lo
que ha permitido a la comunidad cientifica apreciar la gran complejidad del
denominado transcriptoma. Previamente considerados como el “ruido” o la
“‘materia oscura” de la transcripcion génica, dado que se pensaba que no
poseian ninguna funcion biolégica, se ha descubierto que algunos de estos
RNAs no codificantes, como es el caso de los long-non-coding RNAs, son
capaces de modular la expresion génica mediante diferentes mecanismos, y
desempefiar un papel destacado en enfermedades cardiovasculares.> %34

Se han descrito miles de RNAs no codificantes, que generalmente se clasifican
en dos grupos segun su longitud, utilizando como referencia un umbral
arbitrario de 200 nucleétidos. Por una parte se encuentran los short ncRNAs,
gue son aquellos cuya longitud es inferior a 200 nucleétidos, y por otra los long
NcRNAs, que poseen una longitud superior a 200 nucleétidos. Dentro de los
short ncRNAs se incluyen los relativamente bien conocidos micro RNAs
(miRNAs) asi como los small interfiering RNAs (SiRNAs) y los piRNAs (P-
element-induced wimpy testis-interacting RNAs). La cantidad de RNAs no
codificantes es directamente proporcional a la complejidad de las especies, lo
que podria explicar por qué los seres humanos poseen fenotipos mas
complejos que otras especies, a pesar de tener similar cantidad de genes
codificantes para proteinas.™ **

Se ha observado una menor conservacion de IncRNAs entre las diferentes
especies de vertebrados, en comparacion con la de los microRNAs, que podria
producirse como consecuencia de la seleccion natural. Resulta por tanto mas
dificil establecer las acciones biol6gicas de cada INncRNA que investigar los
microRNAs, debido por un lado a la menor conservacion entre especies y por
otro a las multiples modalidades de accién de los primeros.**
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Figura 1. Evolucién del genoma humano no codificante (A). Mientras que el nimero
de genes codificantes de proteinas se mantiene sorprendentemente similar desde las
especies simples a las complejas, es la parte no codificante del genoma la que se
incrementa  dramaticamente con la complejidad morfoldgica, alcanzado
aproximadamente el 99% del total del genoma en la especie humana. Mdltiples
evidencias sugieren el importante papel del genoma no codificante tanto en la salud
como en las enfermedades en seres humanos. (B) EI genoma no codificante genera un
vasto numero de RNAs no codificantes con diversas estructuras. Un vasto niumero de
RNAs no codificantes con estructuras sumamente diferentes han sido identificados
(p.ej. INcRNAs, miRs, cirRNASs). Sin embargo, en la mayoria de estas moléculas, sus
funciones son desconocidas.*

Figura 1. Poller, W. et al. (2017). Non-coding RNAs in cardiovascular diseases:
diagnostic and therapeutic perspectives. European Hearth Journal, 0, 1-20.
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B) Long non-coding RNAs

Los IncRNAs son un grupo heterogéneo de transcritos (RNAs no codificantes)
que ejercen un papel fundamental en la expresién génica y cuya importancia en
las enfermedades cardiovasculares ha sido demostrada.

Mecanismos de regulaciéon de la expresion génica

Hasta ahora, se ha demostrado que los INcRNAs pueden regular la expresion
génica a nivel transcripcional, post-transcripcional o a nivel epigenético." 2

Se encuentran implicados en multitud de procesos tanto biolégicos como
patolégicos como la diferenciacion y proliferaciéon celular, la modificacion de la
cromatina, la apoptosis celular, etc. De esta forma, pueden facilitar o suprimir el
desarrollo de enfermedades como la demencia tipo Alzheimer o determinados
tipos de canceres, ademas de desempefiar un papel importante en el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares.’
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Figura 2. Regulacion de la expresion génica. Los IncRNAs regulan la expresion
génica a nivel transcripcional, post-transcripcional y epigenético. (1) Reprimen la
expresion del gen mediante la accion sobre su promotor. (2) Regulan la expresion
génica mediante la inhibicion transcripcional de las secuencias codificantes de los
genes. (3) Actian mediante la union a proteinas, alterando la funcion, estructura o
localizacion de éstas. (4) Modulan el splicing de mRNA vy la generacion de endo-
siRNAs. (5) Actian como precursores de small non-coding RNAs. (6) Participan en la
impresilc')n gendmica. (7) Juegan un papel importante en el efecto de “compensacion de
dosis”
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Figura 2. Ma, Y. et al. (2015). Long-non-coding RNAs, a new important
regulator of cardiovascular physiology and pathology. International Journal of
Cardiology, 188, 105-110
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Figura 3. Clasificacion de los IncRNAs mediante su mecanismo de accion. Los
InNcRNAs sefalizadores (signal) responden a estimulos especificos y por consiguiente
muestran una expresion especifica para un tipo celular. Decoy (IncRNAs “sefiuelo) se
unen a factores de transcripcion y otras proteinas reprimiendo la transcripcion génica.
Guide (sefializadores) interaccionan con proteinas reguladoras, formando complejos
ribonucleicos y dirigen a éstos con sus localizaciones diana en localizaciones
subcelulares. Scaffolds (IncRNAs de “andamiaje”) sirven como plataformas para unir
diferentes proteinas, a nivel tanto del citoplasma como del ndcleo, activando o
reprimiendo la transcripcion. Enhacers (potenciadores) son secuencias reguladoras a las
cuales se unen los factores de transcripcién para iniciar la misma. 2

Figura 3. Gomes, C. et al. (2017). The function and therapeutic potential of long
non-coding RNAs in Cardiovascular development and disease. Molecular
Therapy: Nucleic Acids, 8, 494-507.
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Il. TECNIQAS DE DETECCION. BUSQUEDA DE RNA NO CODIFICANTES
DE INTERES CLINICO

Debido a la complejidad del genoma no codificante, es necesario adoptar un
enfoque dirigido a la identificacion de dianas terapéuticas no codificantes en
enfermedades cardiovasculares. Los conocimientos de los estudios
filogenéticos en todo el genoma, el trabajo exhaustivo de secuenciacion y los
modelos animales de enfermedades cardiovasculares constituyen un primer
paso indispensable para la identificacion de estas dianas terapéuticas.*

Es importante tener en cuenta que las funciones de un mismo RNA no
codificante pueden variar entre las distintas especies, de tal forma que la
mayoria de los modelos animales de enfermedad difieren significativamente de
la enfermedad en humanos. Algunos RNAs no codificantes ni siquiera existen
en humanos, o solo tienen ortélogos distantes, por lo que no es posible estudiar
su posible relevancia patogénica en humanos mediante modelos animales.? *

Es por lo tanto necesario llevar a cabo estudios de cribado de RNA no
codificantes también directamente en humanos, en particular en cohortes de
pacientes bien definidos que padecen una enfermedad cardiovascular de
interés cuidadosamente estudiada. En primer lugar, los RNAs no codificantes
relevantes pueden identificarse mediante estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) que identifican loci genémicos que confieren riesgo de
enfermedades a través de mutaciones heredadas.”

Un segundo enfoque es el mapeo exhaustivo del transcriptoma en érganos
enfermos, que se desarrollan durante la patogénesis pero que no presentan
mutaciones a nivel de DNA. Ambos enfoques ya han identificado RNAs no
codificantes implicados en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares. Las tecnologias analiticas de Uultima generacién permiten
llevar a cabo tanto los estudios de GWAS como el mapeo transcripcional
integral con una alta eficacia.

Sin embargo, se deben considerar las limitaciones fundamentales de estas
estrategias de busqueda. Los estudios GWAS generalmente abordan los
procesos iniciales en la patogénesis de la enfermedad, mediante el analisis del
genoma a nivel de DNA de las mutaciones heredadas que actiuan desde la
infancia. Por el contrario, los procesos tardios durante la enfermedad son mas
bien revelados por el mapeo del transcriptoma de los 6rganos previamente
lesionados. Ademas, algunos de los principales problemas que aparecen en
estos procesos de deteccién son la dificultad de la seleccién de pacientes con
fenotipo adecuado, la presencia de un tamafo de cohortes suficientes, asi
como de grupos de control adecuados.*

Un tercer enfoque es el cribado funcional de alto rendimiento de RNAs no
codificantes relevantes en tipos celulares, como por ejemplo los cardiomiocitos,
las células vasculares, los fibroblastos cardiacos o los hepatocitos. Esta técnica
se ha utilizado con éxito para identificar nuevos RNAs no codificantes con
potencial diagnéstico y terapéutico.*
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Los RNAs no codificantes identificados asociados a enfermedad pueden ser
utilizados como biomarcadores de patologias, siendo utiles para evaluar el
riesgo de progresion de la enfermedad (lo que facilita las decisiones de
tratamiento) o para predecir la respuesta a la terapia. Ademas, pueden servir
para desarrollar y evaluar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren los
resultados de las terapias actuales.*

Actualmente, existen numerosos long-non coding RNAs identificados y
recogidos en bases de datos de los cuales aun se desconoce su actividad
funcional asi como sus posibles implicaciones en situaciones tanto fisiol6gicas
como patolégicas.?

Search strategies to identify ncRMNAs with clinical therapeutic potential

PRECUNIC AL genomewide transcriptome mapping studies
enciimpassand mRNAS, miRs, IheRENAS, and olher ncRNAS

d

usng RNA seq of olher comprehensive metisds

CuncaL ncRNA expression profiling in cardiovascular disease patients
first hints to biological functions and possible pathogenic nole s of ncRNA I humsans

EXPERIMENTAL ncRNA manipulation in animal model of disease

Lisrramon: requires presence of the human transcript of interest in the animal

CLINICAL TRANSLATION STRATEGIES
BIOLOGICAL FUNCTION ASSIGMENT
. Traditional thera pautic procf-ofprinciple studies in animals
i human ncRNAs and processing products LIMITATION requires presence of human ncRMNAIn model species

Figura 4. Estrategias de busqueda de RNAs no codificantes de interés. Los estudios
GWAS y el mapeo del transcriptoma han revelado un nimero inmenso de nuevos RNAs
no codificantes y ha proporcionado informacion estructural acerca de sus loci pero, para
la gran mayoria de estos, aun no ha sido determinada su funcion bioldgica.

Figura 4. Poller, W. et al. (2017). Non-coding RNAs in cardiovascular diseases:
diagnostic and therapeutic perspectives. European Hearth Journal, 0, 1-20
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lll. PAPEL DE LOS IncRNAs EN ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

El descubrimiento de varios tipos de RNAs no codificantes y sus diferentes
funciones en la regulacion de procesos patoldgicos esta aumentando el
conocimiento sobre posibles opciones terapéuticas para muchos pacientes,
incluyendo aquellos que sufren de una enfermedad cardiovascular.?

En particular, la expresion dinamica y los perfiles especificos de determinados
IncRNAs en diferentes estados fisiopatoldgicos sugieren que este tipo de RNAs
no codificantes podrian utilizarse como marcadores no invasivos de
enfermedad o como dianas terapéuticas.?

A) Papel de los IncRNAs en biologia cardiovascular
Diferenciacion y desarrollo cardiaco

Los perfiles transcriptomicos (mapeos exhaustivos del transcriptoma) y los
estudios de pérdida de funcién en células progenitoras y embrionarias han
demostrado la importancia de los IncRNAs en el desarrollo cardiaco y la
diferenciacion celular. Mediante estos estudios se observé que mas de 1.000
INcRNAs se encontraban dinamicamente regulados durante la diferenciacion
celular. Asimismo, otros analisis del transcriptoma de corazones embrionarios
murinos y en fase adulta identificaron varios INcRNAs especificos para el tejido
y el estadio de desarrollo.?

Existen varios INcRNAs biol6gicamente validados que han sido asociados con
el desarrollo cardiaco. Por ejemplo, Braveheart (Bvht) juega un papel
importante en el desarrollo cardiaco murino, dado que esta abundantemente
expresado en las células madre embrionarias y regula la transicién de las
células mesodérmicas hacia progenitores cardiacos."

Por otro lado, Fendrr (Fetal-lethal non-coding developmental regulatory RNA)
controla la diferenciacion mesodérmica, asi como el desarrollo cardiaco
mediante la union al complejo PRC2 y TrxG/MLL modulando de esta forma la
cromatina.’ 2

Otro de los IncRNAs implicados en la diferenciacion cardiaca es CARMEN
(Cardiac mesoderm enhancer-associated non-coding RNA). CARMEN
Interacciona con SUZ12 y EZH2, dos componentes del complejo PRC2
(Polycomb repressive complex), interviniendo de esta manera en la
diferenciacion de las células precursoras cardiacas hacia cardiomiocitos.? *

Desarrollo y biologia vascular

Existe una evidencia creciente del papel clave que desempefian los INCRNAs
en la biologia de las células vasculares y endoteliales.?

El primer IncRNA identificado en las células de musculo liso vascular (VSMCs
Vascular smooth muscle cells, siglas en inglés) en humanos fue SENCR
(Smooth muscle and EC-enriched migration/differentiation-associated INCRNA).
SENCR se expresa tanto en VSMCs como en las células endoteliales (ECs,
siglas en inglés) y est4 implicado en la diferenciacién de las mismas.? >’

10
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Por otra parte, el IncRNA SMILR (Smooth muscle-induced IncRNA) promueve
la diferenciacion de las VSMCs mediante la regulacion de la expresion de
transcritos adyacentes, en concreto de la HAS2 (Hyaluronan synthase 2).% %

El IncRNA PUNISHER es expresado en células endoteliales. Aunque su
mecanismo de accidon o su papel en la patologia vascular aun no ha sido
dilucidado, parece que compromete la funcion e identidad de las células
endoteliales, afectando por tanto al desarrollo vascular.?
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Tabla 1. Long non-coding RNAs relacionados con biologia cardiovascular.

Tabla 1. Gomes, C. et al. (2017).The function and therapeutic potential of long
non-coding RNAs in Cardiovascular development and disease. Molecular
Therapy: Nucleic Acids, 8, 494-507
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B) Papel de los IncRNAs en enfermedades cardiovasculares especificas

La asociacion entre IncRNAs y enfermedad cardiovascular esta saliendo a
relucir con la aparicion de diferentes estudios que ponen de manifiesto su
expresion especifica en diferentes enfermedades cardiacas. La diferente
regulacion (positiva o negativa) de ciertos INncRNAs ha sido observada en
modelos murinos y en humanos. Algunos estudios ofrecen resultados
esperanzadores para el prondstico y tratamiento de la enfermedad. Aun asi,
por su pobre conservacion entre las especies, la extrapolacion de los
resultados observados en animales a una posible aplicacion en humanos debe
ser abordada con precaucion.?

Algunos IncRNAs estan involucrados en mas de una enfermedad
cardiovascular, como es el caso de H19, que se encuentra implicado en cada
una de las enfermedades que describimos a continuacion, o SENCR, implicado
en la enfermedad coronaria y el infarto/isquemia miocardica.?
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Figura 5. Long non-coding RNAs asociados con enfermedad cardiovascular y su
mecanismo de accion.

Figura 5. Gomes, C. et al. (2017). The function and therapeutic potential of long

non-coding RNAs in Cardiovascular development and disease. Molecular
Therapy: Nucleic Acids, 8, 494-507

12



El papel de los long non-coding RNAs en enfermedades cardiovasculares
Lucia Gonzalez Piquin

Hipertension arterial

La hipertension arterial posee una etiologia compleja que incluye una mezcla
de factores genéticos y ambientales, siendo un factor de riesgo para otras
enfermedades cardiovasculares.?

Aunque se ha demostrado que muchos microRNAs (short non-coding RNASs) se
encuentran involucrados en la patogenia de la hipertension arterial, la evidencia
sobre INcRNAs implicados en la misma es, a dia de hoy, escasa, aunque estan
emerzgiendo los estudios basados en modelos animales y humanos en este
area.

Uno de los IncRNAs involucrados en hipertension y remodelado vascular es
GAS5 (Growth arrest-specific 5). La expresion del mismo se encontr
disminuida en el plasma de pacientes hipertensos, asi como en las arterias y
retina de un modelo murino.? 8

Otros IncRNAs cuya expresion se asocia significativamente con la hipertension
son ANRIL (Antisense non-coding RNA in the INK4 locus) y aHIF (Hipoxia-
inducible factor 1A antisense RNA 2). Aunque sus mecanismos de accién en la
hipertension no se encuentran aun descritos, se cree que ANRIL afecta a la
adhesion, apoptosis y proliferacion celular. Como en el caso del GAS5, la
expresion de ANRIL en los pacientes con hipertension se encuentra
disminuida, mientras que el IncRNA aHIF se encuentra regulado positivamente,
es decir, su expresién se encuentra aumentada en este tipo de pacientes.? > 8

Enfermedad coronaria y aterosclerosis

La aterosclerosis se define por la formacion de una placa fibro-grasa en la
pared del vaso arterial e implica la alteracion molecular y funcional de ECs,
VSMCs, macrofagos y otros leucocitos y plaquetas. Cuando la aterosclerosis
tiene lugar en los vasos epicardicos del corazon, se conoce como enfermedad
coronaria, siendo esta entidad una de las principales causas de muerte en todo
el mundo. Se han asociado variaciones en la expresion de INcRNAs especificos
con la enfermedad coronaria.? ®

Algunos de los IncRNAs implicados en la enfermedad coronaria son p21,
CoroMArker y HAS2-AS1. Los dos primeros se encuentran negativamente
regulados, es decir, se ha observado que su expresion se encuentra disminuida
en los pacientes con enfermedad coronaria, mientras que HAS2-AS1 se
encuentra positivamente regulado en estos pacientes.?

El IncRNA p21 fue identificado como una diana transcripcional de p53. En las
VSMCs, este INcCRNA interrumpe la unién entre p53 y su inhibidor, produciendo
consecuentemente efectos en la diferenciacion celular y la apoptosis. Se
encontré negativamente regulado en placas ateroscleroéticas y tejido de arterias
coronarias procedentes de pacientes con enfermedad coronaria. Ademas,
algunos polimorfismos de INcRNA-p21 han sido asociados con un aumento de
riesgo de padecer enfermedad coronaria.? > "8
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Algunos de los procesos que también poseen un papel fundamental en la
patogenia de la enfermedad coronaria son el remodelado de la matriz
extracelular y la formacion de la tunica intima, el endotelio que recubre el lumen
del vaso sanguineo. El depdésito de acido hialurénico, sintetizado por la enzima
H2A (Hyaluronan synthase 2) contribuye a estos dos procesos. Asi, el INCRNA
H2A-AS1 (H2A antisense RNA 1) juega un papel importante en la patogenia de
la enfermedad dado que regula la enzima H2A, promoviendo su transcripcion
en las células de musculo liso vascular. La expresion de este INCRNA se
encontré6 aumentada en placas de ateroma de arterias carétidas de pacientes
con grado severo de ateromatosis.” ® 8

CoroMArker, por otro lado, es un ejemplo destacado de IncRNA como
biomarcador de enfermedad coronaria, dado que se identificO correctamente,
con elevada sensibilidad, en la mayoria de pacientes con enfermedad coronaria
de una cohorte extensa.?

Infarto/lsquemia miocardica

Ademas de asociarse significativamente con la hipertension arterial, la
expresion de ANRIL y de aHIF se asocia también con el infarto agudo de
miocardio, encontrdndose aumentada la expresion del primero en estos
pacientes, mientras que la del segundo se encuentra disminuida.? ®

Otro IncRNA relacionado con la isquemia miocardica es SENCR implicado,
como ya se ha comentado, tanto en la enfermedad coronaria como en el
infarto/isquemia miocéardica. En ambas entidades, se ha observado una
disminucién en la expresion de este long non-coding RNA.? 8

Insuficiencia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es un tipo de reaccion adaptativa a un estimulo
fisiopatoldgico. EI miocardio hipertrofico que se desarrolla en respuesta a este
estimulo es capaz de aumentar y mantener el gasto cardiaco necesario para
satisfacer las necesidades del organismo. Sin embargo, estos mecanismos de
compensacion pueden dar lugar, a largo plazo, a una alteracion de la relajaciéon
miocardica, produciendo en Ultima instancia una insuficiencia cardiaca.*

CHRF (Cardiac hypertrophy-related factor) fue el primer IncRNA descrito con
implicaciones en la Insuficiencia Cardiaca. Se encuentra conservado entre
especies, estando presente tanto en ratones como en humanos, y estimula la
hipertrofia cardiaca. Fue observado en cardiomiocitos de ratones en los que se
indujo una hipertrofia cardiaca mediante sobrecarga de presion. Los autores
del estudio observaron asimismo que existe una sobreexpresién natural del
CHRF en tejido humano cardiaco, enfatizando de esta manera que este
IncRNA podria desempefiar una funcién similar en humanos.* 2
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Otro IncRNA involucrado en la patogenia de la Insuficiencia Cardiaca es Chaer
(Cardiac hypertrophy-associated epigenetic regulator). Es necesario para el
desarrollo de hipertrofia cardiaca y se encuentra conservado, al igual que
CHRF entre ratones y humanos. Mediante la interaccion con PCR2, Chaer
activa la transcripcion de genes pro-hipertroficos, aumentando por tanto su
expresion.?

Asimismo, se ha descubierto que el IncRNA ROR (Regulator of reprograming)
también juega un papel en la hipertrofia cardiaca. ROR aumenta la hipertrofia
cardiaca mediante la interaccion con miR-133, un micro RNA que juega de
igual forma un papel importante en la hipertrofia cardiaca.?

Coronary Artery Myocardial infarction/ Hypertension Heart Fallure
Disease Ischemia
F Y 2 2 2
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Figura 6. Long non-coding RNAs que se encuentran regulados positiva o
negativamente en enfermedades cardiovasculares. Los simbolos de humano, ratén o
rata indican en qué organismo ha sido descrito cada INCRNA. *MIAT esta regulado
negativamente en pacientes con SCACEST (Sindrome coronario agudo con elevacion
del ST) en comparacion con pacientes con SCASEST (Sindrome coronario agudo sin
elevacion del ST). Se correlaciona con la hipertension, pero no existe ninguna variacion
en su expresion en esta enfermedad.

Figura 6. Gomes, C. et al. (2017).The function and therapeutic potential of long
non-coding RNAs in Cardiovascular development and disease. Molecular
Therapy: Nucleic Acids, 8, 494-507
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2. ANEURISMAS
|. CONCEPTO. CLASIFICACION

Los aneurismas se definen como dilataciones asimétricas locales de la pared
de un vaso sanguineo, alcanzandose a ese nivel un diametro mayor del 50%
del didmetro original del vaso. Son dilataciones permanentes que se
desarrollan cuando, a nivel de una debilidad localizada de la pared del vaso
sanguineo, la presion intraluminal excede la capacidad de la pared arterial para
contener el aumento de presion. Esta dilatacion predispone a la consecuencia
fatal de una ruptura del aneurisma, lo que se asocia a una elevada mortalidad
(cifras superiores al 80%).> 14

El aneurisma verdadero es aquel que abarca a las tres capas de la pared
vascular y se diferencia del pseudoaneurisma en que en el dltimo solo se
encuentran alteradas la capa intima y media, y en que el segmento dilatado del
vaso esta cubierto tan solo por la capa adventicia y, en ocasiones, por un
coagulo perivascular.*®

La localizacion mas frecuente de los aneurismas arteriales es la arteria aorta,
aunque también pueden afectar a otros territorios arteriales del organismo,
como por ejemplo a las arterias cerebrales que conforman el sistema de
anastomosis arterial cerebral, denominado Poligono de Willis.

Los aneurismas aodrticos (AAs) se clasifican en funcion del segmento afectado
por la dilatacién. Distinguimos entre aneurismas toracicos y abdominales v,
dentro de los aneurismas toracicos, se diferencia a su vez entre ascendentes y
descendentes.™ *°

Esta clasificacion anatomica es de vital importancia puesto que, tanto la
etiologia como la historia natural y el tratamiento, difieren en funcién de la
localizacion del aneurisma. Los aneurismas de la aorta toracica ascendente,
por un lado, y los de la aorta toracica descendente y abdominal por otro,
poseen distinto origen embrioldgico, lo que condiciona que tanto sus
caracteristicas patolégicas como su evolucién vayan a ser diferentes.*®

La localizacibn a nivel abdominal es mucho mas comun que la toracica,
ubicandose la mayor parte de los mismos a nivel de la aorta infra-renal. Sin
embargo, la localizacién toracica representa el emplazamiento mas letal para
una dilatacién, dado que una rotura o diseccién aguda puede ser fatal si no
recibe tratamiento adecuado.™®

Los aneurismas también se clasifican de acuerdo a su aspecto microscopico. El
aneurisma fusiforme comprende toda la circunferencia de un segmento del
vaso, con lo cual hay una dilatacion difusa de la arteria. A diferencia de este, el
aneurisma sacciforme solo afecta a una parte de la circunferencia que resulta
en una evaginacion de la pared vascular.™
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Figura 7. Aneurismas adrticos toracicos. Imagenes de resonancia magnética de la aorta
torécica de una mujer de 17 afios, con multiples aneurismas aorticos toracicos. En la
imagen de la izquierda, es claramente visible un gran saco aneurismatico a nivel del
arco adrtico (aorta toréacica ascendente) localizado distalmente a la salida de la arteria
carotida derecha (RCA, siglas en inglés), y un segundo aneurisma en la aorta toracica
descendente. En la imagen de la derecha, se observan los segmentos ascendente y
descendente con sus respectivas dilataciones aneurismaticas. La arteria sublcavia
izquierda (LSA, siglas en inglés) nace en la aorta descendente, entre los sacos
aneurismaticos.

Figura 8. Tomografia axial
computarizada con contraste que
muestra un aneurisma aortico
abdominal. Este aneurisma era
asintomatico, y fue hallado en un
estudio de imagen rutinario
realizado a un varén sano de 67
afios de edad. Se observan una
placa arteriosclerotica calcificada
en la pared del aneurisma, a nivel
de la aorta abdominal distal, justo
antes de la bifurcacion en las
arterias iliacas comunes.

>
Ocll ™. .. ... [....1 % 18¢cm

Figuras 7 y 8. Duggirala, A. et al. (2015). Non coding RNAs in aortic
aneurysmal disease. Frontiers in Genetics, 6, 1-10.
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II. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia global de aneurismas adrticos abdominales es del 6% en
hombres y del 1,6 % en mujeres (Li et al., 2013), mientras que la incidencia de
aneurismas toracicos es de 10/10.000 (Elefteriades et al., 2015)*

Con respecto a la mortalidad, se estima que las roturas aneurismaticas son
responsables de cerca de 15.000 muertes al afio en Estados Unidos (Lloyd-
Jones et al.,, 2009). La mayoria de ellas son debidas a aneurismas
abdominales, constituyendo los aneurismas toracicos y toraco-abdominales
entre el 1 y el 4% de todas las muertes relacionadas con aneurismas (Lindsay
& Dietz, 2011). Los aneurismas abdominales constituyen aproximadamente
entre el 2-4% de todas las muertes acontecidas en varones mayores de 65
afos de edad, segun varios estudios realizados por Clouse et al en 1998 y por
Eagle en 2011.*%

[ll. FACTORES DE RIESGO

Los aneurismas aorticos abdominales (AAAs) se asocian principalmente con
factores de riesgo cardiovascular que predisponen al desarrollo de
aterosclerosis. Entre los factores de riesgo més frecuentemente asociados con
este tipo de aneurismas se incluyen el habito tabaquico, la edad avanzada, la
hipertension arterial y la hiperlipidemia.*® **

Sin embargo, a pesar de las manifestaciones fenotipicas comunes con los
AAAs, los aneurismas aorticos toracicos (AATS) muestran un marcado patron
hereditario, asociandose con factores de riesgo sustancialmente diferentes a
los relacionados con los AAAs. Al contrario que en los AAAS, la aterosclerosis
no se encuentra frecuentemente implicada en el desarrollo de los aneurismas
aorticos toracicos. Los factores de riesgo descritos en AATs son principalmente
la hipertensién arterial, las enfermedades del tejido conectivo, la existencia de
una valvula aortica bicluspide y los sindromes familiares de aneurismas
toracicos.*>

IV. ETIOPATOGENIA. Mecanismos celulares y vias de sefializacion
implicados en la formacion y progresion de los aneurismas

En la actualidad, las estrategias farmacologicas disponibles resultan ineficaces
para prevenir la progresion de los aneurismas. A pesar de que la
administracion de antagonistas del receptor de Angiotensina Il en pacientes
con Sindrome de Marfan ha demostrado cierto éxito, este enfoque terapéutico
no ha demostrado ser lo suficientemente efectivo como para sustituir la
necesidad de terapia quirdrgica. Esta falta de terapias efectivas para limitar la
progresion y la ruptura de aneurismas exige una mejor comprension de la
patogénesis y los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de
aneurismas. La descripcion de estos mecanismos podria identificar potenciales
dianas terapéuticas y mejorar las estrategias terapéuticas farmacologicas
actuales.™®
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A) Etiopatogenia del aneurisma adrtico toracico (AAT)

En relacion con la patogenia del AAT, se han descrito varios procesos que
desempeiian un papel importante en la misma. Algunos de ellos son la
alteracion de la homeostasis de la matriz extracelular, la plasticidad y
supervivencia de las VSMCs y la via de sefializacion del TGF-B (transforming
growth factor-B). Recientemente, se ha identificado una predisposicion genética
de desarrollar AAT (Isselbacher et al., 2016). En el citado estudio, se destaca el
papel de las mutaciones genéticas en la via de sefalizacion del TGF-B asi
como las mutaciones en el aparato contractil de las VSMCs.** 1

Inicialmente, la investigacion en aneurismas experimentales revelé una
hiperestimulacion de la via TGF-B en los AATs, debido probablemente a
mutaciones genéticas (Neptune et a., 2003, Habashi et al, 2006).
Posteriormente, se propuso que las mutaciones en las moléculas que forman
parte de la via de sefalizacion de TGF-B regulan positivamente (es decir,
producen la activacién) de vias contrarreguladoras, como las que implican a la
MAPK (mitogen-activated protein quinase). Se postulé que la activaciéon de
estas \{gas puede conducir directamente al desarrollo del aneurisma. (Holm et al
2011).

Sorprendentemente, mientras que TGF-B se encuentra sobreexpresado en
AATSs, se encuentra pobremente expresado en AAAs y parece que desempefia
un papel protector en su desarrollo. Se constaté que la modulacion de la via de
sefalizacion de TGF-B previene la formacion de AAAs al administrar una
perfusion tanto de elastasa como de Angiotensina Il en modelos animales con
AAA (Wang et al, 2010, 2013).*®

Por otro lado, se ha observado que las mutaciones en el aparato contractil de
las VSMCs producen una pérdida de su estructura contractil, la cual es esencial
para el mantenimiento del complejo de adhesién focal asi como de la integridad
de la matriz extracelular (Milewicz et al., 2008) Asimismo, se observo que TGF-
B puede inducir un cambio fenotipico en las VSMCs, asi como estimular la
secrecion de enzimas que degradan la matriz extracelular (metaloproteinasas)
por este tipo de células (Renard et al., 2013).*®

Actualmente, no esta del todo claro si la pérdida de la estructura contractil por
mutaciones en el aparato contractil de las VSMCs vy las alteraciones en via de
sefalizacion de TGF-B simplemente guardan una relacion no causal con los
AATs o por el contrario constituyen una causa precipitante de los mismos
(Isselbacher et al., 2016).%3

B) Etiopatogenia del aneurisma adrtico abdominal (AAA)

Los aneurismas aorticos abdominales se relacionan con la aterosclerosis, por
lo que la fisiopatologia de este tipo de aneurismas ha sido ampliamente
estudiada (Guo et al., 2006; Shimizu et al., 2006). A pesar de ello, ain no se
conocen perfectamente los mecanismos que subyacen en la formacion de este
tipo de aneurismas. Se cree que la formacién de AAAs es un proceso complejo
qgue incluye a todos los tipos celulares de la vasculatura (Maegdefessel et al.,
2013)13, 14
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Las principales caracteristicas patologicas de los AAAs son la disfuncion
endotelial, la infiltracion cronica de las capas adventicia y media por células
inflamatorias, la degradacion de la matriz extracelular, asi como la alteracion
fenotipica de las VSMCs en estadios iniciales y la apoptosis de las mismas en
estadios tardios (Shimizu et al., 2006).*®

Los estudios llevados a cabo tanto en modelos animales como humanos han
indicado que se produce una respuesta inflamatoria local, que lleva a la
infiltracion de macrofagos, neutrofilos, mastocitos y linfocitos T y B en la tunica
media y adventitia de la pared vascular (Sun et al., 2007). Las células
inflamatorias predominantes en las citadas capas son los macréfagos. Se cree
que la infiltracidbn por macréfagos es critica en el desarrollo de los AAAs,
aunque su contribucién ain no esta del todo definida.** **

Estas células inflamatorias secretan varias citocinas inflamatorias y
quimiocinas, como las interleucinas 183, 6, 17 y 23 (IL-1pB, IL-6, IL-17, IL-23), el
factor de necrosis tumoral a (TNFa) y el factor de crecimiento transformante 3
(TGFB). Las citadas interleucinas se encontraron aumentadas en tejidos
humanos de aneurisma abdominal, en comparacion con tejidos sanos
(Szekanecz et al., 1994). La concentracion plasméatica de ciertas citocinas,
como es el caso de TNFa, se encuentra incrementada en pacientes con
aneurisma abdominal. Sin embargo, la deficiencia del receptor de TNFa no
tiene un efecto significativo sobre la formacién de aneurisma inducida por
Angiotensina Il en ratones ateroscleréticos con receptores LDL deficientes.*> 14

Otra citocina que desempefia un papel critico en el desarrollo de los AAAs es
TGFB. Al contrario que el anterior, se observé que el bloqueo sistémico de la
actividad de TGFB incrementaba el aneurisma inducido por Angiotensina Il
(Wang et al., 2010). Ademas, se constaté que el farmaco ciclosporina inducia la
expresion de TGFB, por lo que su administracion detiene la formacién del
aneurisma en modelos murinos de AAA (Dai et al.,, 2011). La formacion y
progresion del AAA estd asimismo mediada por varias proteasas, las cuales
producen una degradacidén del colageno y la elastina presente en la pared
aodrtica, es decir, producen en Ultima instancia una degradacion de la matriz
extracelular.™® **

Se ha observado que la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) induce
la activacion de MMPs (Matrix metalloproteinases) en concreto, la activacion de
MMP-2 y MMP-9. La metaloproteinasa-9 es una endopeptidasa que contribuye
al desarrollo de aneurismas inducidos por cloruro de calcio en ratones (Tanaka
et al.,, 2009). La activacion de estas metaloproteasas contribuye a la
degradacion de la matriz extracelular y a la disminucién de VSMCs, lo que
favorece la progresion del aneurisma y la ruptura del mismo.**

20



El papel de los long non-coding RNAs en enfermedades cardiovasculares
Lucia Gonzalez Piquin

V. PRESENTACION CLINICA

La enfermedad aneurismatica es una patologia indolente y virulenta, es decir,
produce poca 0 ninguna sintomatologia, encontrdndose la mayoria de los
pacientes asintomaticos, pero es una patologia grave que puede complicarse
en un corto espacio de tiempo, por ejemplo con una rotura adrtica, poniendo en
peligro la vida del paciente.™

En relacion a los AATSs, hasta en el 95% de los casos se produce la aparicion
de sintomas de forma aguda en un paciente previamente asintomatico (Clouse
et al., 1998). Algunos de estos sintomas de presentacion son la aparicion de
dolor torécico, disfagia, tos, ronquera, disnea o sintomas ateroembolicos por la
formacién de trombos en la zona del aneurisma.** *°

Como consecuencia de la compresion que ejerce el saco aneurismatico sobre
las estructuras vecinas, pueden aparecer los denominados “sintomas
compresivos”. Entre estos se encuentra la aparicién de disfagia por compresion
esofagica, la ronquera o disfonia por afectacion laringea. La compresion de la
vena cava superior puede ocasionar congestion de la cabeza, cuello, asi como
de las extremidades inferiores.

El dolor toracico constituye también un sintoma compresivo, pero puede
presagiar la rotura del aneurisma, por lo que la aparicién de dolor toracico ante
la presencia de un aneurisma constituye una urgencia meédica siendo indicacion
de tratamiento quirdrgico. La aparicion de disnea en el contexto de un
aneurisma toracico es debida a la insuficiencia valvular aértica que se produce
como consecuencia de la dilatacion de la aorta ascendente. Esta disfuncion de
la valvula adrtica da lugar, finalmente, a una insuficiencia cardiaca congestiva,
es decir a una imposibilidad del corazén para mantener un gasto cardiaco
acorde con las necesidades del organismo. Se produce un paso retrégrado de
sangre hacia la auricula izquierda, que a su vez discurre hacia la circulacién
pulmonar a través de las arterias pulmonares, produciéndose congestidon
pulmonar, y por tanto disnea.*®

Con respecto a los AAAs, se estima que un 75% de los pacientes se
encuentran asintométicos en el momento del diagnéstico, siendo este en
muchos casos incidental, detectdndose en las radiografias o ecografias
abdominales realizadas al paciente por otras causas. Al igual que en el caso de
los AATS, los AAAs no producen sintomas por norma general. A menos que se
expandan de tamafio, produciendo dolor a nivel abdominal o lumbar, o se
produzca la formacion de trombos y su embolizacién a la circulacion sistémica,
se comportan como una enfermedad silenciosa, lo que hace dificil su
diagnéstico.™® *°

Algunos de los sintomas de presentacion de los AAAs pueden ser el dolor
cronico de espalda, la aparicion de sintomas isquémicos en extremidades
inferiores o los sintomas uroldgicos. Puede detectarse en la exploracion fisica
en forma de una masa palpable, pulsatil, expansiva y no dolorosa al tacto en la
zona abdominal, que el paciente puede percibir como palpitaciones intensas en
el abdomen.*®
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El dolor crénico a nivel lumbar es un sintoma anodino e inespecifico, que
puede aparecer en los pacientes con AAA. Existe una gran variedad de
patologias que causan dolor a nivel lumbar, pero es recomendable incluir al
aneurisma abdominal en el diagnostico diferencial del mismo, dado que en
algunos pacientes es la Unica manifestacion de la presencia de un aneurisma.
La aparicion de sintomas isquémicos en extremidades inferiores ocurre hasta
en el 25% de los pacientes con AAA. Estos pacientes poseen un elevado
riesgo cardiovascular, dado que suelen tener varios factores de riesgo
(FRCDV) asociados. Por esto mismo, es frecuente la aparicion de enfermedad
vascular en otros territorios, y es de vital importancia controlar el resto de
alteraciones cardiovasculares en estos pacientes.®

En el caso de que se produzca la rotura aneurismatica, la triada caracteristica
se compone de dolor subito centro-abdominal o en flancos, la presencia de una
masa pulsatil abdominal (en el caso de los AAAS), y signos y sintomas de
shock hipovolémico (hipotension, signos de mala perfusiéon visceral y distal).
Muy a menudo la rotura aguda se produce sin la aparicion previa de signos o
sintomas prodromicos. En pocas ocasiones se advierte la fuga del aneurisma
con dolor espontaneo intenso y a la palpacion.*®

La rapidez promedio con que los AATs aumentan de tamafio es de 0,1- 0,2 cm
al afo. El riesgo de rotura depende del tamafio del aneurisma y de la presencia
de sintomas, y varia de 2 a 3% por afio en el caso de los aneurismas menores
de 4 cm de didmetro, a 7% al afio para los que tienen mas 6 cm de diametro.
En el caso de los AAAs, el riesgo de rotura a 5 afios de aneurismas menores
de 5 cm de didametro es de 1 a 2%, en tanto que es de 20 a 40% si el
aneurisma tiene mas de 5 cm de diametro.™

VI. DIAGNOSTICO

El diagnédstico de aneurisma se produce muchas veces de manera incidental,
como consecuencia de la realizacidon de una prueba de imagen rutinaria en
individuos asintomaticos. En otras ocasiones, ante la apariciéon de sintomas
sugestivos (comentados previamente) o de una ruptura aneurismatica, es
necesaria la realizacién de pruebas de imagen para efectuar un diagnéstico de
forma urgente.*® 14 19

En los AATs, el primer estudio que sugiere la presencia del mismo es la
radiografia de torax. Los datos que se observan son ensanchamiento del
mediastino y desplazamiento de la trdquea o el bronquio izquierdo. Asimismo,
puede utilizarse la ecocardiografia, tanto transtoracica como transesofagica. En
particular, la ecografia transesofagica resulta de gran utilidad para valorar la
zona proximal de la aorta ascendente y la aorta toracica descendente. Otros
meétodos con mayor sensibilidad y especificidad para valorar los aneurismas
toracicos, asi como la afectaciébn de sus ramas, son la tomografia axial
computarizada (TAC) con contraste, la resonancia magnética (RM) y la
aortografia. En sujetos asintomaticos con aneurismas muy pequefios como
para justificar una intervencion quirdrgica, se deben realizar estudios sin
penetracién corporal, como el TAC con contraste o la RM al menos cada 6-12
meses, para vigilar la expansion del aneurisma.** *°
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En el caso de los AAAs, puede demostrarse el contorno calcificado del mismo
mediante la realizacion de una radiografia abdominal. Sin embargo, un 25% de
los mismos no se encuentran calcificados, por lo que no es posible su
visualizacion en una radiografia. La ecografia abdominal resulta Gtil para definir
las dimensiones transversal y longitudinal del aneurisma, asi como para la
deteccién de un trombo mural. Asimismo, mediante la ecografia es posible
realizar una determinacion seriada del tamafio del aneurisma, y se puede
utilizar para identificar los pacientes en riesgo de desarrollar un AAA. El TAC
con contraste y la RM son métodos precisos sin penetracion corporal de gran
utilidad para identificar tanto la localizacion como el tamafio de los AAAs y para
la panificacion de las intervenciones quirlrgicas, abiertas o endovasculares. La
aortografia con medio de contraste es (til para estudiar a sujetos con
aneurismas, pero conlleva un riesgo pequefio de complicaciones como
hemorragia, reacciones alérgicas y ateroembolia. La presencia de trombos
murales reduce el didmetro interno, razén por la cual con la aortografia el
diametro del aneurisma es menor del real.*

VII. TRATAMIENTO

Actualmente, el Unico tratamiento definitivo disponible para los AAs es la
intervencién quirdrgica. Existen varias opciones de tratamiento quirdrgico, entre
las que se encuentran el reemplazo protésico mediante cirugia abierta o la
colocacion de una endoprétesis aortica mediante cirugia endovascular
(Golledge et al., 2006). La reparacion endovascular se ha convertido en la
opcién terapéutica de eleccibn en la Ultima década, representando
aproximadamente el 70% de los procedimientos de AAs realizados en Europa y
América del Norte (Schanzer et al., 2017; Williams and Brooke, 2017).*

Aun asi, el tratamiento quirdrgico solo esta indicado cuando existe riesgo de
rotura aneurismatica, ya que ambos procedimientos quirtrgicos conllevan
importantes riesgos (Kent., 2014). Desafortunadamente, no se han aprobado
enfoques farmacoldgicos efectivos para limitar la progresion o el riesgo de
ruptura de aneurisma en humanos (Golledge et al., 2006). El objetivo final de la
cirugia es la exclusion de la circulacion del segmento dilatado, sustituyendo el
fragmento afectado por una protesis adrtica. Puede realizarse mediante cirugia
abierta o mediante injertos endovasculares. Esta Ultima opcion suele ser de
eleccion en pacientes de edad avanzada con elevado riesgo quirargico y
presencia de comorbilidades, por ser una técnica menos agresiva.™ *°

En los AATSs, la reparacion quirdrgica con colocacion de una prétesis como
injerto esta indicada en una serie de situaciones: *°

-Individuos con AATS sintomaéticos.

-Individuos con un didmetro de la aorta ascendente superior a 5,5-6 cm o con
un diametro de aorta descendente superior a 6,5-7 cm.

-Individuos con un aneurisma que ha aumentado de didmetro mas de 1 cm al
afo.
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-Se considera también la cirugia en pacientes con Sindrome de Marfan o
valvula aortica bicuspide en caso de aneurismas de la aorta toracica
ascendente con un didmetro superior a 5 cm.

La reparacion endovascular es otro tratamiento posible en algunos pacientes
con AATs. Dentro de la afectacion de la aorta toracica ascendente, en los
casos en los que se encuentre afectada la raiz adrtica, puede ser necesaria la
sustitucion de la valvula adrtica en el mismo acto quirdrgico. Para ello puede
utilizarse un tubo valvulado para sustituir la raiz aortica dilatada y la propia
vélvula adrtica. En los casos en que se encuentre afectado el arco aértico, sera
asimismo necesaria la sustitucion de los troncos supraaérticos. En el caso de
que sea la aorta toricica descendente la afectada, en ocasiones es necesaria
la sustitucion de las arterias intercostales, encargadas de la irrigacion de la
médula espinal, para evitar una paraplejia.*

Con respecto al tratamiento de los AAAs, esta indicada la reparacion quirdrgica

con colocacion de una prétesis o la insercidon de un injerto endovascular en la
19

aorta en:

-Aneurismas de aorta abdominal de cualquier tamafio que se expanden con
rapidez o que generan sintomas. Es decir, en pacientes sintomaticos.

-En aneurismas asintomaticos con un diametro mayor de 5,5 cm.

En estudios con asignacion al azar de individuos con AAAs menores de 5,5 cm,
no hubo diferencia en la cifra de mortalidad a largo plazo (5 a 8 afios) entre los
pacientes vigilados con ecografia y aquellos pacientes sometidos a una
reparacién quirargica programada. Asi, una alternativa a la reparacion
inmediata es la vigilancia mediante técnicas de imagen no invasivas de los
pacientes con aneurismas menores de 5 cm.*®

La decisién de practicar una cirugia abierta o una reparacion endovascular se
basa en parte a la anatomia vascular y a la presencia de comorbilidades en el
paciente. La reparacion endovascular de los AAAs tiene una menor cifra de
morbilidad a corto plazo, pero las cifras de mortalidad a largo plazo son
similares a las de la reconstruccion quirargica abierta. La reparacion
endovascular es una estrategia emergente, que tiene en la actualidad una tasa
de mortalidad de aproximadamente el 40%."°

En sujetos elegibles para cirugia, son esenciales las valoraciones
preoperatorias y médicas generales, seguidas de un tratamiento adecuado de
las complicaciones asociadas a la intervencion quirargica. El riesgo de cirugia
se agrava por factores como la enfermedad coronaria preexistente en el
paciente, insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus, neumopatias o edad
avanzada. Con la valoraciébn cardiaca preoperatoria y los cuidados
postoperatorios la cifra de mortalidad por cirugia se encuentra entre el 1 y el
2%. Después de una rotura aneurismatica aguda, la mortalidad quirdrgica es
sin embargo de entre el 45 y el 50%."
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VIll. PRINCIPALES IncRNAs DESCRITOS EN LA FORMACION DE
ANEURISMAS

Dentro de las enfermedades cardiovasculares, los aneurismas constituyen una
de las enfermedades con mayores dificultades para su tratamiento, dado que
actualmente no existe un enfoque farmacolégico conservador que pueda
ralentizar la progresion del aneurisma y proteger al paciente del riesgo de una
ruptura aguda. Esto ha impulsado la busqueda de métodos alternativos para
identificar, controlar y tratar el aneurisma aortico utilizando enfoques menos
invasivos.*®

Los microRNAs abrieron el campo de los non-coding RNA, captando la
atencién de la comunidad cientifica por su potencial para convertirse en nuevas
dianas terapéuticas y marcadores diagnosticos para el AAT. Se han descrito
varios microRNAs involucrados en la progresion de aneurismas en diferentes
localizaciones aodrticas (tanto toracicos como abdominales). Mas
recientemente, se ha comenzado a investigar activamente sobre los long non-
coding RNAs, dando lugar a los primeros resultados interesantes que sugieren,
alun mas si cabe, la importante y todavia no bien conocida contribucion a la
fisiologia y enfermedad vascular de estas moléculas.*®

A) HIF1A-AS1

HIF1A-AS1 (HIF alpha antisense RNA 1) fue el primer IncRNA descrito en
AATSs, desempeiiando un papel importante en la patogenia de los mismos. En
el estudio realizado por Wang et al (2014) se describi6é la interaccion entre
BRG1 y HIF1A-AS1, sosteniendo que dicha interaccién desempefia un papel
en la proliferacion y apoptosis de las VSMCs in vitro, lo que podria contribuir a
la patogénesis de los AATSs. En el citado estudio se observl que la expresion
de HIF1A-AS1 se encuentra regulada positivamente por BRG1 (Brahma-related
gene 1), cuyos niveles se encuentran elevados en AATSs. Los niveles de BRG1
se encontraron significativamente aumentados en la tunica media de pacientes
con AATs, en comparacion con controles normales.™ *°

Asimismo, se vio que la sobreexpresion de BRG1 en las VSMCs adticas
humanas favorecia la apoptosis de las mismas, reduciendo su proliferacion. La
expresion de HIF1A-AS1 disminuia significativamente con la supresion
(knockdown) de BRG1 en las VSMCs (down-regulation). De igual manera, se
producia un aumento de la expresion (up-regulation) de HIF1A-AS1 cuando
existia una sobreexpresiéon de BRG1.** 1 1°

De igual manera, se demostré que la supresion de HIF1IA-AS1 mediante siRNA
en las VSMCs reducia la apoptosis y favorecia la proliferacion de las mismas.
Esta supresion de HIF1A-AS1 disminuye la expresion de las caspasas 3 y 8,
aumenta la expresion de BCL2 y atenta la apoptosis inducida por acido
palmitico (PA-induced cell apoptosis) en las VSMCs. 13+ 1°

Posteriormente, otro estudio realizado por He et al (2015) mostré que la
expresion de HIF1A-AS1 se encontraba significativamente aumentada en el
plasma de pacientes con AATS, apoyando estos resultados la hipotesis inicial
desarrollada por Wang et al.*3
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B) SENCR

Se ha demostrado que la supresion de SENCR da lugar a la disminucion de la
expresion de la miocardina y numerosos genes contractiles del musculo liso,
asi como la expresidn incrementada de varios genes promigratorios. Los
resultados obtenidos en estudios de pérdida de funcion (loss-of-function
studies) respaldan el papel del SENCR como un inhibidor de la migracion de
VSMCs. Para determinar si esta propiedad de regulacion del fenotipo de las
VSMCs desempefia o no un papel en el desarrollo de los aneurismas aorticos
sera necesaria una investigacion adicional, mediante la realizacién de nuevos
estudios.™®

C) ANRIL

Dos estudios independientes realizados por Congrains et al. (2012) y Motterle
et al. (2012) demostraron que los alelos asociados con fenotipos relacionados
con aterosclerosis y con riesgo de estenosis carotidea se correlacionaban
significativamente con niveles de expresion de ANRIL disminuidos. La
supresion (knock-down) de ANRIL en VSMCs provoca variaciones significativas
en la expresion de CDKN2A/B y reduce el crecimiento celular, sugiriendo que
ANRIL podria tener efectos pro-proliferativos en este tipo de células. Lepper et
al. (2013) constataron que la pérdida de CDKN2B es crucial para el desarrollo
de aneurismas, dado que favorece la apoptosis mediada por p53 en las
VSMCs. EIl papel en si mismo de ANRIL en el desarrollo de aneurismas
adrticos necesita ser investigado mediante futuros estudios al respecto.*® 14

D) MYOSLID

Recientemente, Zhao et al. (2016) describieron un nuevo IncRNA, denominado
Myocardin-induced smooth muscle IncRNA (MYOSLID), relacionado con la
regulacion del fenotipo de las VSMCs. MYOSLID promueve la diferenciacién e
inhibe la proliferacion de este tipo celular actuando a nivel de la via de
sefalizacién TGFB/SMAD y el MYOCD/serum response factor (SRF).*?

Se observé que la inhibicion de MYOSLID en células de musculo liso vascular
no solo interrumpia la formacion de fibras de actina y bloqueaba la
translocacion nuclear de MKL1 (MYCD-related transcription factor A) sino que
también anulaba la fosforilacion de SMAD2 inducida por la via de sefializacion
de TGFB. Todos estos datos sugieren que MYOSLID podria desempenar un
papel en el desarrollo de aneurismas adrticos mediante la regulacion del
fenotipo de las VSMCs y la via de sefializacién de TGFB.:
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LncRMAs Sample studied Regulation Related genes Related Functions References
ANRIL human blood, mouse I COKMNZA, COKNZE, Influences COKM2ZAH exprassion Congrains et al., 2012,
athercadaniic plague, DABZF, LRF1, LAPA, and promotes profiferation of WSMC Muotters et al., 2012
HADEMCs CMTME
RMCRS Human blood, mousa t KLF-2, miR-185-5p Actz g5 a ceAMNAs, decreases EC and Shan et al., 2018
athercadaniic plague, VEMC profiferation
HADSMCs, ECs
H19 Baloon-injured arterny, t miR-675 Ganarates miAMA, Promaotes WEMG Lveta, 20017
HASMGCs proliferation
Lnc-Ang362 mSMC= t miR-221/222 Producas miAs and promotas WEMG Leaung et al., 2016
profiferation
SEMCR HADEMCs - AL Inhibits migration of VEMC Bell st &l, 2014
Lnc-GASE mouss ocular vessals, SHA rat I p-Catanin Regulates BCs actvation and Wang et al., 2016
artary, HUWECs, HAOEMCs profiferation, VEMC phenotypic
comversion, and EC-VEMC
communication
Lne-MEGS HAoEMCs p53, MMP-2 Promuotes profiferation and migration Liu et al., 2017
and decreasa apophosis of VEMC
NYOELID HCASMC MY OGO senum responsa Regulates VSMC phenotype Ihzo et &, 2016
factor and TGF-f/EMAD
HIF1A-AZ1 Human TAAs senum, BRG1, Caspds, BCL2 Inhibits profiferation and induced He at al, 2015; Wang
HAoEMCs apoptosis of VEMC et al, 2015c

ANAIL, antisense non-coding ANA in the INK4 locus; SENCH, smooth muscle and endothels! call-enniched migrehon/differentizhon-associzted IncANA; GASS, long noncoding ANA-
growth amest-specific 5; Lno-MEGS, long noncoding ANA-Maternally expressed gene 5 MYOELD, MYOcardin-nouced smooth muscls IncAiNA; HIFTA-AS], aniisanss hypoms
inducible factor 1 alphe anti sense ANA; mYSMEC, mouwss vascwer smooth muscle calls; HAoSMCs, human aorte smooth muscle calls; HUVES, hurman unbilical vein endothels! calls;
HCASMC, humman coronary smooth muscke cells; LRPY, jow densiy ipoprotain recepior-releted protein 1; LAPA, jow densiy §poprodsin recaepior; COKN, cyciin-gdependent kingse
inhibitors; DAB2IF DAB2 interscting protedn; CNTING, confactin-3; KLF-2, Kruoped-ke fector 2; FLI, friand lewkamiz integration T transcriphion fechon; ceRNAs, competing endogenous
RtAs; BCL2, B-coll mphoma 2; BRG1, Brehma-releted gene 1; TGF-8, transforming growth factor- §; SMAD, mofers sgainst decapenizplagic homolog.

Tabla 2. Long non-coding RNAs involucrados en la homeostasis de células
vasculares de musculo liso y en aneurismas adrticos.

Tabla 2. Li, Y., et al (2017).Non-coding RNA contribution to thoracic and
abdominal aortic aneurysm disease development and progression. Frontiers in
Physiology, 8, 1-14

En la actualidad, no existen publicaciones exhaustivas disponibles sobre el
papel especifico de los IncRNAs en aneurismas adrticos abdominales. Un
estudio realizado por Falak et al. (2014) sugiere que un supuesto INnCRNA
localizado en la region de union del inhibidor de la proteasa 15 (Pil5), posible
marcador génico para el riesgo de rotura de la lamina elastica interna adrtica en
ratas, puede estar involucrado en la regulacion de la expresion del mismo.
Estos datos proporcionan alguna pista acerca del posible papel de los INcCRNAs
en el desarrollo de aneurismas aérticos abdominales en humanos.*®
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3. ESTUDIO DE CUATRO IncRNAs ESPECIFICOS EN UN MODELO
ANIMAL DE ANEURISMA ABDOMINAL

En la parte experimental de este trabajo, seleccionamos cuatro long non-coding
RNAs descritos en diferentes enfermedades vasculares y que presentaran
homologia en raton para posteriormente cuantificarlo en nuestro modelo murino
de aneurisma abdominal. Fueron los siguientes: HOTAIR, RNCR3, MALAT1 y
XIST.

I. HOTAIR
A) Papel en enfermedades cardiovasculares
Biologia cardiovascular. Disfuncién endotelial e inflamacién.

La funcion endotelial alterada (o disfuncion endotelial) ha sido vinculada con
una gran variedad de estados inflamatorios tanto agudos como croénicos. En
respuesta tanto a estimulos bioquimicos (IL-1B, LDL modificada) como
biomecanicos (flujo sanguineo turbulento) la activacion endotelial es uno de los
primeros procesos implicados en la iniciacion de la lesion aterosclerética. La
expresion de moléculas de adhesion (VCAM-1, E-Selectina) y la secrecion de
quimiocinas facilita el reclutamiento de leucocitos en la pared del vaso
sanguineo. La disfuncién endotelial crénica puede dar lugar a una pérdida de la
integridad del endotelio, lo que predispone a inflamacion vascular vy
aterosclerosis.?

Aungue las moléculas y mecanismos que controlan la inflamacion no se
encuentran aun perfectamente descritos, los resultados obtenidos en estudios
recientes destacan el papel emergente de los IncRNAs en la regulacién de la
disfuncion endotelial, insistiendo en que los INcRNAs desempefian un papel
importante en el control de la inflamacion. En concreto, parece intervienen en el
proceso inflamatorio mediante diversas acciones moleculares. Por lo general,
se cree que participan en la correcta seleccion y localizaciéon de controladores
de proteinas en nucleo y en el citoplasma.” 8

La funcion de los IncRNAs sobre el sistema inmune, y por consiguiente sobre
los procesos inflamatorios, fue estudiada por Heward y Lindsay, los cuales
identificaron numerosos INCRNAS que se encuentran altamente expresados en
células endoteliales. Entre los INncCRNAs descritos en células endoteliales se
encuentra HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) el cual se encuentra
disminuido en células endoteliales de placas ateroscleréticas. HOTAIR regula
la proliferacion y la migracion de las mismas, activandose su transcripcion
mediante TSLP, a través de la via PI3K/AKT-IRF1." 8

Calcificacion valvular

Se ha relacionado la disminucién de la expresion de HOTAIR en las células de
valvula adrtica humanas con el aumento de expresion de genes asociados con
la calcificacion valvular. En un estudio encaminado a determinar la funcion de
los INcCRNAs sobre la valvula adrtica en humanos, junto con la identificacion de
INcRNAS que podrian regular la calcificacion valvular, se observé que HOTAIR
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se encuentra modulado, in vitro, por el estrés ciclico sobre las células
intersticiales de valvula adrtica humana. Las células intersticiales de valvula
aortica humana expuestas durante 24 horas a una elongacion mecénica ciclica
del 16% exhibieron menores niveles de expresion de HOTAIR.” *°

Se objetivd que la inhibicion de HOTAIR mediante siRNA incrementaba la
expresion de genes relacionados con la calcificacion. La sobreexpresion de
estos genes involucrados en la calcificacion da lugar, en ultima instancia, a la
sintesis de proteinas tales como Fosfatasa alcalina, ALPL (Tissue non- specific
isozyme) y BMP2 (Bone morphogenetic protein 2) favoreciéndose la
calcificacion de la valvula adrtica y aumentando por tanto el riesgo
cardiovascular. Es preciso, sin embargo, profundizar acerca de la causa
subyacente de la via de sefalizacion propuesta mediante nuevos estudios al
respecto.” *°

Ademas, el papel que los INcRNAs desempefian en la respuesta al estrés de
las VSMCs de la arteria adrtica (no ya de las células de la valvula ao6rtica) aun
no se encuentra del todo definido. Parece que HOTAIR, ademéas de
encontrarse modulado por el estrés ciclico sobre las células de valvula adrtica
también podria estarlo también en las VSMCs aodrticas (de la arteria aorta),
pudiendo estar implicado por tanto en la patogenia de la hipertensién arterial.
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Figura 9. Esquema de las vias de sefializacion sugeridas mediante las que los long
non-coding RNAs podrian asociarse con el riesgo de enfermedad cardiovascular. En
concreto, esquema sobre la asociacion de la inhibicién de HOTAIR con el aumento de
la expresién de genes relacionados con la calcificacion.
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Figura 9. Mazidi, M. et al. (Marzo 2017). Relationship between long noncoding
RNAs and physiological risk factors of cardiovascular disease. Journal of
Clinical Lipidology, 11, 617-623.

B) Papel en aneurismas

Los long non-coding RNAs se encuentran involucrados en numerosas
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, el papel que desempefian en el
aneurisma aoértico toracico espontaneo (AATE) se encuentra aun por
determinar. Asi, en el estudio realizado por Guo et al en 2017, se realiz6 un
perfil transcriptomico tanto de IncRNAs como micro RNAs (MRNASs) y se llevo a
cabo un estudio de correlacién entre IncRNAs y mRNAs en AATE. EIl objetivo
del estudio era identificar los INcRNAs que podrian contribuir a la patogénesis
de esta entidad.®

El citado trabajo pone de manifiesto el papel de HOTAIR en la patogénesis del
AATE, mediante su accion sobre la apoptosis celular y el remodelado de la
matriz extracelular, por lo que se concluye que podria constituir una potencial
diana terapéutica en el tratamiento del AATE. La expresion de HOTAIR se
encuentra disminuida (down-regulated) en los especimenes con AATE, y se
correlaciona negativamente con el didmetro aortico. Los resultados de los
estudios de hibridacion in situ indicaron que HOTAIR se encuentra
principalmente distribuido en el nucleo de las células endoteliales y de musculo
liso vascular aédrticas. Se realizé una RT-PCR cuantitativa para la deteccion de
los niveles de HOTAIR en 24 especimenes con AATE y 24 controles,
observandose que la expresion de HOTAIR estaba significativamente
disminuida en los AATEs en comparacion con los controles.*®

Asimismo, para investigar el papel de HOTAIR en la patogénesis del AATE, se
utilizaron siRNAs para inhibir a HOTAIR (knockdown) en células de musculo
liso vascular. Los experimentos in vitro confirmaron que HOTAIR regula tanto la
proliferacion como la apoptosis en las mismas. En concreto, la inhibicion de
HOTAIR induce la apoptosis celular, tanto en fases iniciales como tardias, y
reduce la proliferacion celular.®

Ademas, el estudio revel6 que HOTAIR se asocia con genes involucrados en la
organizaciéon de la matriz extracelular. Tanto el colageno tipo 1 como el tipo 3
constituyen los principales componentes de la matriz extracelular, por lo que
uno de los objetivos del estudio era investigar el impacto de HOTAIR en la
expresion de los niveles de colageno de estos tipos. Los resultados mostraron
que, 24 horas después de producir una inhibicion de HOTAIR (mediante
SiRNAS), la expresion de colageno de tipo 1y 3 en las VSMCs se reducia en un
40%. Se concluyd, por tanto, que el knockdown de HOTAIR suprime la
expresion de colageno de tipo 1y 3 en las VSMCs aérticas humanas.®
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II. RNCR 3
A) Papel en enfermedades cardiovasculares
Biologia cardiovascular. Disfuncién endotelial

El IncrRNA RNCR3 (Retinal non-coding RNA3) se ha implicado recientemente
en la patogenia tanto de la aterosclerosis como de la diabetes mellitus, ya que
se ha observado que induce la proliferacion y la migracion de las células
endoteliales, desempefiando un papel ateroprotector. EI mecanismo de accion
de RNCR3 en las ECs tiene como resultado final la “des-represion”, es decir la
activacion, del KLF2 (Kruppel-like factor 2), un factor de transcripcion que
confiere un fenotipo endotelial vasoprotector. Se ha sugerido que RNCR3
podria actuar como un RNA competitivo enddégeno, (ceRNA), que disminuye la
concentracion del micro RNA miR-185-5p. Este micro RNA tiene como diana el
factor de transcripcion KLF2, lo que da lugar finalmente a una activacion del
mismo. Como consecuencia de esto, se produce una proliferacion y migracion
de las células endoteliales, y se disminuye la apoptosis de las mismas. Todos
estos datos van a favor del papel protector del RNCR3 en la aterosclerosis y en
la enfermedad coronaria.” ® 8

Este mecanismo de regulacién fue observado por el mismo grupo de
investigadores en dos estudios diferentes sobre la disfuncién vascular de la
retina en la diabetes mellitus (retinopatia diabética). Sin embargo, debido a que
cuatro isoformas de RNCR3 tienen superposicion exonica con los microRNAs
miR-3078 y miR-124a, todavia no esta del todo claro si los fenotipos que se
observan tras la inhibicibn de RNCR3 pueden ser atribuidos a estos micro
RNAs o Unicamente a RNCR3. Serdn necesarios nuevos estudios para
determinar definitivamente si los fenotipos descritos son efectivamente
independientes de miR-3078 y miR-124.8

Enfermedad coronaria y aterosclerosis

La expresion de RNCR3 se modifica durante la aterosclerosis, estando
sobreexpresado en las células de musculo liso vascular y células endoteliales
arterioscleroticas, en comparacion con tejidos no arterioscleréticos de humano
y raton. Es decir, se observan niveles elevados de RNCR3 en lesiones
arterioscleréticas adrticas tanto en tejidos humanos como murinos.? 8

Figura 6 (vide supra, pagina 15). Sobreexpresion de RNCR3 en enfermedad
coronaria/ aterosclerosis.

Diferentes estudios, realizados tanto en humanos como en ratones, han
aportado datos convincentes acerca del papel protector de RNCR3 en la
aterosclerosis. Por una parte, se observd que la inhibicibn de RNCR3 en
ratones ApoE -/- aceleraba el desarrollo de aterosclerosis, aumentando los
niveles de LDL en plasma. Por otra, en un estudio realizado sobre un modelo
murino, se constaté que, en comparacion con el grupo de ratones control, la
represion (downregulation) de RNCR3 agravaba la aterosclerosis en la aorta
toracica y producia un incremento de factores inflamatorios a nivel del plasma
sanguineo. Ademas, se objetivd que el tratamiento in vitro con LDL (low density
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lipoprotein) oxidada, incrementa los niveles de RNCR3 en células endoteliales
y de musculo liso vascular. Todos estos estudios coindicen en que la inhibicion
(knockdown) de RNCR3 reduce la proliferacion y la migracion, ademas de
acelerar la apoptosis en las células endoteliales vasculares y células
endoteliales in vitro, lo que sugiere por tanto que la inhibicion de RNCR3 puede
perjudicar la regeneracion de las células endoteliales en las arterias lesionadas.
Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que la induccion de la expresion
de RNCR3 (regulacién positiva, upregulation) puede constituir una estrategia
prometedora para el tratamiento de la disfuncion endotelial en la aterosclerosis,
dada su funcién ateroprotectora.” ® 8

B) Papel en aneurismas

Numerosos estudios insisten en el papel que el IncRNA RNCR3 desempefia en
la disfuncién vascular relacionada con la aterosclerosis, incidiendo en el papel
ateroprotector del mismo, lo que podria constituir una estrategia prometedora
para el tratamiento de esta entidad. (Shan et al. 2016).!" Sin embargo, en la
literatura cientifica actual no existen en este momento estudios que describan
el posible papel de RNCR3 en la patogenia de la enfermedad aneurismética,
siendo necesaria la realizacion de otros estudios que arrojen nuevos datos al
respecto.

Como ya se ha comentado previamente, los AAs se encuentran
frecuentemente asociados con factores de riesgo cardiovascular que
predisponen al desarrollo de aterosclerosis. Este no es el caso de los AATSs, en
los cuales la aterosclerosis no se encuentra frecuentemente implicada en su
desarrollo. Dado este papel ateroprotector de RNCR3 descrito en varios
estudios, seria de interés estudiar el papel de este IncRNA en la patogenia de
IAAA, teniendo en cuenta la frecuente asociacion con la aterosclerosis descrita
en este tipo de aneurismas.

. MALAT1
A) Papel en enfermedades cardiovasculares
Biologia cardiovascular y remodelado vascular

En relacion con la biologia cardiovascular y, en concreto, con el remodelado
vascular, existe una creciente evidencia de que los IncRNAs cumplen un papel
fundamental en este dUltimo, mediante la interaccion con las células
endoteliales. Se han descrito cinco IncRNAs abundantemente expresados en
las células endoteliales humanas, siendo MALAT1 (Metastasis-associated lung
adenocarcinoma) uno de los de mayor importancia entre ellos.®

En diferentes estudios, se ha visto que los niveles de MALAT1 se encuentran
aumentados en la respuesta de las células endoteliales a la hipoxia. Se ha
propuesto, por tanto, como un factor importante implicado en los procesos de
vacularizacion.

Asimismo, otros estudios han demostrado que MALAT1 modula la migracion y
proliferacion de las células endoteliales, dado que la inhibicibn de MALAT1
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inhibe la proliferacién de las mismas, observandose ademéas que la ablacion
genética de MALAT 1 retrasa la vascularizacion de la retina neonatal.> > ¢ "#

Hipertension arterial

MALAT1 es uno de los IncRNAs descritos implicado en la patogenia de la
hipertension arterial. En una cohorte de pacientes con infarto agudo de
miocardio, la expresion de cuatro IncRNAs, entre ellos, MALAT 1, se asocio
significativamente con esta entidad. Aunque los mecanismos de accién aun no
se encuentran bien definidos, los estudios coinciden en que MALAT, mediante
la modulacion de la proliferacion y migracion de las células endoteliales, como
ya se ha comentado anteriormente, ejerce un papel importante en el desarrollo
de hipertensién arterial.?

Infarto de miocardio e Isquemia

Aunque los avances en el diagndstico y en el tratamiento del infarto de
miocardio han aumentado la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes, esta entidad continla constituyendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Se han descrito varios INncCRNAs
implicados en las lesiones isquémicas cardiacas y en los procesos de
angiogénesis patologica, siendo MALAT1 uno de ellos. La expresion
aumentada de MALATL1 en la circulacion sanguinea se asocia con disfuncion
del ventriculo izquierdo, y por tanto con el infarto de miocardio.?

Figura 6 (vide supra, p. 15). Regulacion positiva (up-regulation) de MALAT1 en
infarto de miocardio/isquemia. Sobreexpresion en la circulacion sanguinea.

Con respecto a la isquemia, varios estudios han identificado IncRNAs
involucrados en la isquemia de extremidades, siendo el que nos ocupa uno de
los descritos, junto con otros INcRNAs como SENCR, y H19. Se han realizado
experimentos in vivo, los cuales establecieron que la omision genética de
MALAT1 o la inhibicion farmacoldgica de MALAT1 produce un deterioro de la
vascularizacion de la extremidad isquémica. Se observo que esta inhibicion de
MALAT1, mediante cualquiera de las dos formas expuestas, daba lugar a
peores resultados después de la isquemia experimental en miembros
inferiores. Estos resultados han sugerido, por tanto la posibilidad de que
MALAT1 desempefie un papel tanto reparador como pro-angiogénico.? * ’

B) Papel en aneurismas

Los AATs se han asociado con multiples mutaciones que afectan tanto a los
componentes de la via de sefializacion de TGF-f como a componentes 0
reguladores del citoesqueleto de las VSMCs. Aunque ambos grupos presentan
fenotipos similares, sigue sin estar clara la existencia de mecanismos de
patogénesis comunes.®

El estudio llevado a cabo por Cardenas et al, pone de manifiesto que tanto las
mutaciones que afectan a la via de sefializacion de TGF- como aquellas que
afectan al citoesqueleto de las VSMCs llevan a la formaciéon de un complejo
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formado por tres componentes especificos: la histona deacetilasa HDAC9, a la
enzima remodeladora de cromatina BRG1 y al long non-coding RNA MALAT1.

El complejo se denomina, de tal forma, complejo HDAC9-MALAT1-BRG1. Se
une a la cromatina y reprime la expresion de genes de proteinas contractiles,
en asociacion con la ganancia de de metilaciones en la lisina 27 de la histona
3, mediada por el complejo PRC2. La ruptura de MALAT1 o de HDAC9 en el
complejo restaura la expresion de genes de proteinas contractiles en las
VSMCs y mejora la arquitectura de la pared aértica.’
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Figura 10. El complejo HDAC9-MALAT1-BRG1 induce enfermedad adrtica
mediante la represién transcripcional de genes. A) En la aorta sana, los genes
responsables de la homeostasis adrtica normal son transcritos mediante multiples
factores de transcripcion (TF) como MEF2, Miocardina y factores de transcripcién
relacionados con la miocardina (MRTFs). B) Los procesos de enfermedad activan el
ensamblaje del complejo HDAC9-MALAT1-BRG1. Los promotores de los genes diana
son silenciados mediante la accion del complejo y la adquisicion de metilaciones en la
lisina 27 de la histona H3 a través del PRC2 (Polycomb repressive complex). C) La
disminucion de MALAT1 y/o HDAC9 produce desestabilizacion del complejo y
permite la expresion de los loci genéticos silenciados y la vuelta la normalidad de los
fenotipos alterados.

Figura 10. Cardenas, C. et al. (2018). An HDAC9-MALAT1-BRG1 complex
mediates smooth muscle dysfunction in thoracic aortic aneurysm. Nature
communications, 9, 1-14.
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IV. XIST
A) Papel en enfermedades cardiovasculares
Infarto de miocardio

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte
en todo el mundo. Entre ellas se encuentra la enfermedad coronaria, que
incluye la angina estable e inestable, el infarto de miocardio y la muerte subita
cardiaca. La patogénesis del infarto de miocardio, que representa la
enfermedad coronaria mas mortal, radica en la pérdida de células miocardicas
debido a la apoptosis regulada por genes. Para dilucidar las formas mas
eficientes de prevenir el infarto de miocardio, se han estudiado muchos genes
involucrados en la apoptosis de los cardiomiocitos.*

En 2017, Cheng et al sugirieron que la alteracion de la regulacion de micro
RNAs angiogénicos, como es el caso de miR-130a, podria dar lugar a la
disfuncion de las células progenitoras endoteliales en los pacientes con
enfermedad coronaria. Asimismo se objetivd que miR-130a poseia un efecto
positivo sobre la actividad angiogénica en las células madre mesenquimatosas
tras un infarto de miocardio. Ya habia sido demostrado en 2012 por Jakob et al
gue miR-130a podria mejorar la neovascularizacion y la funcién cardiaca en
células angiogénicas de crecimiento temprano.*

El IncRNA XIST (X-inactive specific transcript) actia sobre la inactivacion del
cromosoma X, lo que permite a los mamiferos adquirir la equivalencia de
dosificacion génica entre la hembra XX y el macho XY. Hasta la fecha, XIST se
ha descrito como oncogen, implicado en el control de la diferenciacién de la
infiltracion e invasion tumoral, en muchos canceres, como el carcinoma
broncogénico no microcitico (Wang et al., 2017), el cancer colorrectal (Song
et al., 2017)** y el cancer de pancreas (Wei et al., 2017)** mediante la unién a
micro RNAs especificos. '’ 12

Se describié, asimismo, la asociacién entre XIST y miR-130a en la leucemia
linfoblastica aguda de células B. Sin embargo, tanto la funciéon de XIST en el
infarto de miocardio, como la correlacion entre miR-130a y XIST aun estaban
por determinar. En 2017, Zhou et al llevan a cabo un estudio encaminado a la
deteccidn de la expresion y la influencia del IncRNA XIST en pacientes post-
infartados y a la confirmacién de la correlacién especifica entre XIST y miR-
130a. En este estudio se constatd que tanto XIST como PDE4D
(Fosfodiesterasa 4, una enzima reguladora de los niveles de AMP ciclico en las
células miocéardicas) se encontraban sobreexpresados en tejidos post-
infartados, mientras que la expresion de miR-130a se encontraba disminuida
en los mismos. Asimismo, se comprobo que la inhibicion (knockdown) de XIST
mejoraba la supervivencia de las células cardiacas tras un infarto de miocardio
y suprimia la apoptosis celular. Por otra parte, se confirmé la correlacion
especifica entre XIST y miR-130a en el infarto de miocardio, afirmandose que
XIST se une a miR-130a en las células miocéardicas post-infarto,
correlacionandose negativamente con la expresion del mismo. Es decir, la
inhibicion de XIST produce un aumento de los niveles de miR-130a en las
células miocardicas post-infarto.**
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B) Papel en aneurismas

Dentro de la literatura cientifica actual, no existen aun estudios en relacién al
papel de XIST en el desarrollo de aneurismas aorticos. Sin embargo, si se ha
descrito el posible papel de XIST en el desarrollo de la diseccion de aorta
toracica. La diseccion adrtica es una entidad perteneciente a las patologias de
la arteria aorta, como también es el caso de los aneurismas.

En el estudio realizado por Sun et al. (2018) se expone que el InCRNA XIST
puede regular la expresion de p2l1 mediante la union a has-miR-17-5p,
afectando consecuentemente a la proliferacion de las células vasculares de
musculo liso in vitro. Estudios previos habian demostrado que miR-17-5p se
encontraba involucrado en la expresion de varios genes, como p21, PKD2 y
SOD2, que se asocian con enfermedades aorticas. El gen p21 desempefia un
papel importante en la regulacion de la transcripcion tras la apoptosis o dafio
en el ADN. En conclusién, el estudio sugiere que XIST podria tener funciones
reguladoras en la diseccidbn de aorta toracica actuando como un sponge
IncRNA (IncRNA “esponja”) sobre el miR-17-5p, incrementando de esta forma
la expresion del gen p21'®

Dada esta funciéon de XIST como regulador de la expresion del gen p21,
asociado con varias patologias aorticas, parece interesante estudiar el papel de
XIST en otro tipo de enfermedades de la aorta como son los aneurismas.

3. OBJETIVOS

1. Revisidbn bibliografica de long-non-coding RNAs en enfermedades
cardiovasculares.

2. Estudio de long-non-coding RNAs en relacion con la etiopatogenia del
aneurisma aortico abdominal.

3. Cuantificacion de cuatro long- non-coding RNAs: HOTAIR, RNCR3, MALAT1
y XIST en un modelo murino de aneurisma aortico abdominal por
Angiotensina Il.
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4. MATERIALES Y METODOS
1. EQUIPO DISPONIBLE
-Animalario de la Facultad de Medicina, Universidad de Cantabria.

-Laboratorio de Ecocardiografia: microscopia ultrasonica y escaneres RMV
(VisualSonics Vevo 770), detectores de funcion cardiaca (ECG), sistemas
respiratorios y de microinyeccion.

-Sistema de inhalacion de anestésico (Isoflurano) para ratas y ratones.

-Sala de operaciones experimental para animales pequefios: equipo de
microcirugia, microscopio estéreo Zeiss Stemi 2000 Cs, fuente de luz fria KL
1500 LCD Zeiss.

-Laboratorio de Biologia  Molecular: centrifugadores ultrarrapidos,
termocicladores para cuantificar en tiempo real, congelador a -80 °C.

2. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS

|. ESTUDIO DEL ANEURISMA AORTICO ABDOMINAL EN UN MODELO
MURINO DE ANGIOTENSINA I

A) Animales

Para nuestro estudio, contamos con 10 especimenes de ratbn APOE knock
out, (APOE K.O) con un background genético C57BL/6. Todos los ejemplares
fueron ratones adultos machos, con una edad comprendida entre las 20 y las
27 semanas. Los animales fueron alojados en el Animalario de la Facultad de
Medicina, enjaulados individualmente y con acceso a demanda a comida y
agua mediante un sistema de suministro estandar para roedores,
manteniéndose las siguientes condiciones: temperatura de la sala constante a
22°C y ciclos alternantes de luz/oscuridad de 12 horas de duracion.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la UC (Consejo de
Gobierno 8/X1/2006), y por el responsable del Servicio de Estabulacién y
Experimentacién Animal (SEEA), miembro de dicho comité, y llevado a cabo de
acuerdo con la “Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo relativa a la
proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.” Se vel6 por el
cumplimiento de las buenas practicas relacionadas con el uso de animales,
realizando todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento animal.

B) Modelo experimental de aneurisma aodrtico abdominal

Se realizé la colocacion de una bomba osmética subcutanea de Angiotensina ll
a 5 de los ratones APOE K.O, que producian una liberacion cronica del
farmaco durante un tiempo maximo de 2 semanas, infundiéndose un total de
0,1 ml de Angiotensina Il a una velocidad de infusion de 1,2 pug/kg/min durante
14 dias.

37



El papel de los long non-coding RNAs en enfermedades cardiovasculares
Lucia Gonzalez Piquin

Las bombas osmaticas subcutaneas de infusién de Angiotensina Il constituyen
un método de rutina para la induccidon de aneurismas de aorta en ratones.
Existen hallazgos consistentes de que se trata de un meétodo fiable y
reproducible para estudiar tanto AAAs* 22 como AATs* ?* en ratones. El
mecanismo de induccién de aneurisma se basa en el efecto estimulador de la
Angiotensina Il sobre la sintesis de Aldosterona en la capa glomerular de la
corteza suprarrenal, la cual favorece la reabsorcion de sodio y agua,
aumentando de esta manera el volumen de liquido extracelular y la presion
arterial. La elevacion de la presion arterial sistdlica de forma mantenida induce
el desarrollo de aneurismas en los ratones APOE K.0.%°

C) Monitorizaciéon ecografica

Se realiz6 una monitorizacion ecografica del diametro de la aorta abdominal en
los 5 animales APOE K.O tratados con Angiotensina Il, para observar el
desarrollo de aneurisma durante un periodo de dos semanas. La realizacion de
ecografias seriadas en modelos de AAAs murinos inducidos por Angiotensina Il
constituye una técnica muy util para observar el desarrollo de aneurisma a lo
largo del tiempo sobre el mismo ejemplar, dado que se trata de una técnica no
invasiva y de facil ejecucién, que requiere unos minimos conocimientos
técnicos para su correcta realizacion.?

Se llevaron a cabo un total de tres mediciones del diametro aortico abdominal
para cada uno de los 5 ejemplares, mediante el equipo de ecografia
VisualSonics Vevo 770. La primera medicién permitio establecer un diametro
aortico abdominal basal, llevandose a cabo posteriormente una 2° y 3°
medicion, a la semana y las dos semanas respectivamente después de haber
implantado la bomba subcutanea de Angiotensina Il. Las imagenes ecograficas
obtenidas mediante este seguimiento semanal, permitieron observar un
aumento progresivo del didmetro adrtico abdominal en estos animales. En 4 de
los 5 ejemplares se produjo un incremento del 50% o mas del didmetro original
del vaso, cumpliéndose por tanto los criterios necesarios para la definicion de
aneurisma.

D) Obtencién de muestras

El sacrificio de los 5 ejemplares de raton APOE K.O tratados con Angiotensina
Il se realizé una vez transcurridas dos semanas de la implantacion de la bomba
subcutanea del farmaco, coincidiendo con el momento de maxima dilatacion a
nivel adrtico. Asimismo, se llevo a cabo el sacrificio de los ejemplares control,
realizandose la extraccién de aorta toracica y abdominal en ambos grupos al
mismo tiempo.

Tras la medicién del peso del animal, se administré una inyeccién de 100
mg/kg de Ketamina y 5mg/kg de Xilacina a cada uno de los ejemplares para su
sacrificio. Posteriormente, se colocé al ejemplar en la mesa de diseccion en
posicion de decubito supino, con fijacion de cada una de las 4 extremidades,
realizdndose su apertura mediante una incisiébn toracoabdominal anterior.
Seguidamente, mediante el equipo de microcirugia, se extrajeron los 6érganos
de la cavidades toracica y abdominal (pulmones, corazén, intestinos delgado y
grueso) permitiendo identificar en el plano profundo la aorta toracica y su paso

38



El papel de los long non-coding RNAs en enfermedades cardiovasculares
Lucia Gonzalez Piquin

a través del diafragma (también extraido) para convertirse en la aorta
abdominal. En los ratones tratados con Angiotensina Il fue posible la
visualizacion mediante microscopio estéreo Zeiss Stemi 2000 Cs de los
aneurismas a nivel abdominal. Finalmente, se llevo a cabo la extraccion tanto
de la aorta toracica y abdominal de todos los ejemplares, y su congelacion a -
80°C para la realizacion de posteriores estudios de biologia molecular.

ll. MEDICIONES ECOGRAFICAS
A) Preparacion previa a la obtencion de imagenes

Los ejemplares fueron previamente afeitados con crema depilatoria en la zona
abdominal para favorecer el contacto con la sonda ecografica. Cada ejemplar
fue transportado desde su jaula individual hasta el sistema de inhalacion de
anestésico para roedores mediante Isoflurano, donde permanecia unos
minutos. Tras constatar la sedacion del animal, era trasladado a la mesa de
medicioén, donde se colocaba en decubito supino inmovilizando las cuatro
extremidades y acomodando el hocico del ratén en el interior del sistema de
inhalacion de Isoflurano, para mantener la anestesia del animal durante todo el
procedimiento. Posteriormente, se distribuia abundante gel en el abdomen de
los ejemplares para facilitar el movimiento de la sonda manual por la superficie
abdominal del raton y permitir la transmision de las ondas de ultrasonidos.

B) Obtencidén de imagenes mediante ecografia transabdominal

Una vez realizada la preparacion comentada, se dispuso la inclinacién de la
mesa de mediciones a 0 grados de manera que el abdomen del animal se
encontrara lo mas perpendicularmente posible a la superficie del transductor, y
se posiciond el transductor, mediante los mandos del equipo, en contacto con
la zona abdominal del ratdn, sin ejercer una excesiva presion sobre el mismo.
Se procedid seguidamente a la realizacion de ecografia transabdominal
mediante la utilizacion de un transductor de alta resolucion centrado a 30 MHz.
ajustandose la profundidad de la imagen a 2-3 cm cuando se aplicaba el zoom,
con una velocidad de fotogramas de aproximadamente 50 fotogramas/
segundo.

El desplazamiento del transductor a lo largo del abdomen del animal permitié
examinar tanto el segmento suprarrenal como infrarrenal de la aorta abdominal.
Las mediciones del diametro adrtico se realizaron en la aorta infrarrenal, a una
distancia de aproximadamente 1-3 mm por debajo del nacimiento de las
arterias renales capturando imagenes mediante cortes transversales utilizando
el modo ecografico B (B mode). Como se ha comentado previamente, se
realizaron un total de 3 mediciones por cada ejemplar, para constatar el
aumento progresivo de diametro adrtico abdominal a lo largo del tiempo.

Asimismo, para facilitar la identificacion de la aorta abdominal entre otros vasos
y estructuras abdominales se activo el modo doppler PW, el cual permitia
visualizar y escuchar el flujo sanguineo en el interior del vaso, o la ausencia de
flujo, si se trataba de otra estructura abdominal no vascular. Cuando existia un
flujo de elevada velocidad y potencia podiamos afirmar que se trataba de la
aorta abdominal, y proceder a la medicion de su diametro mediante el modo B.
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Il EXTRAQCION DEL RNA DE AORTA DE RATON. METODO DE
EXTRACCION CON TRIZOL

Una vez realizada la extraccion de la aorta toracica y abdominal de los
ejemplares de ratdn y su congelacion a -80°C, se llevo a cabo el procesamiento
de las muestras de aorta abdominal, obteniéndose el RNA total de las mismas
mediante el método de extraccion con Trizol (Invitrogen).

En lineas generales, este método permite la extraccion de RNA manteniendo la
integridad del mismo, a pesar de producirse la rotura celular y la disolucion de
los componentes celulares de las muestras, procesos que resultan necesarios
para la obtencion del RNA total. De manera resumida, el método consta de una
serie de fases bien diferenciadas. En la fase inicial, se produce la rotura
mecanica de las muestras de aorta abdominal en presencia de Trizol.
Posteriormente, la adicion de cloroformo, seguido de un proceso de
centrifugacion, permite la separacion de la soluciéon en dos fases, acuosa y
organica, permaneciendo el RNA exclusivamente en la fase acuosa. Tras
transferir la fase acuosa, el RNA es recuperado mediante precipitacion con
alcohol isopropilico.

IV. TRANSCRIPCION INVERSA DE RNA EN cDNA
A) Kit comercial Thermo Scientific. Componentes.

En nuestro estudio, la transcripcion reversa se realiz6 mediante el kit RevertAid
H Minus First Strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific), un sistema eficaz
para la sintesis de un cDNA (DNA complementario, siglas en inglés) de cadena
Unica a partir del mRNA (RNA mensajero, siglas en inglés) o RNA total de
interés. Los componentes del kit son los que siguen:

-Transcriptasa inversa RevertAid H Minus M-MuLV (200 U/ul, 25 ul). Este kit
utiliza un tipo especial de transcriptasa inversa, la cual posee una mutacion
puntual que elimina completamente la actividad RNasa, por lo que no se
produce la degradacién de RNA durante la sintesis de cDNA, lo que da lugar a
mayores rendimientos en la produccion de cDNA. La enzima mantiene la
actividad en un amplio rango de temperatura (42-54°C).

-Inhibidor de RNasa Ribolock (20 U/ul, 25 pl). Inhibidor recombinante de
RNasa que protege eficazmente el RNA de la degradacion a temperaturas de
hasta 55 ° C.

-Buffer de reaccion x5 (150 pl)

-Mix de Desoxirribonucleoétidos trifosfato (dNTPs) 10 mM (50 ul). Los
dNTPs son necesarios para que la transcriptasa los use como sustrato y se
pueda llevar a cabo la sintesis de DNA a partir de RNA. Se afaden los cuatro
tipos de dNTPs que componen el ADN en una mezcla equimolar.

-Random Hexamer Primer (25 pl). Mezcla de cebadores de 6 nucledtidos con
secuencias generadas al azar. Debido a su union aleatoria (es decir, sin
especificidad de plantilla) con el RNA, estos cebadores pueden hibridar con
cualquier tipo de RNA presente en la muestra, iniciando la sintesis de cDNA
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tanto a partir de RNA ribosémico (rRNA) como mensajero (mRNA), a diferencia
del cebador Oligo (dT)is que inicia la sintesis de cDNA a partir de la cola de
poliA presente en el extremo 3"del mRNA, siendo un cebador especifico para
iniciar la sintesis de cDNA a partir de RNA mensajero. El uso de cebadores
aleatorios da como resultado una mayor complejidad del cDNA generado en
comparacion con el cebador Oligo (dT)igs pero puede reducirse, como
consecuencia, la sensibilidad y especificidad de las reacciones de PCR
posteriores. Sin embargo, hay varias aplicaciones en las que es beneficioso
utilizar cebadores aleatorios, tales como la sintesis de cDNA usando mRNA sin
una cola de poliA.

-Agua (libre de nucleasas) 2 x 1.25 ml
B) Transcripcion reversa. Mecanismo.

Para la realizacion de una transcripcion inversa el RNA de nuestra muestra
puede ser o bien RNA total (rRNA y mRNA) o RNA mensajero, segun lo cual
sera necesaria la utilizacién de diferentes tipos de cebadores (primers).?* 2°

En el caso de que contemos con mRNA, caracterizado por presentar una cola
final de poliadeninas, utilizaremos un cebador Oligo dT, es decir, un cebador
compuesto por una sucesion de timinas, que se unira a nuestra hebra de
MRNA mediante la complementariedad de bases nitrogenadas (A-T). El
cebador permitira a la enzima transcriptasa reversa iniciar la sintesis de una
cadena de cDNA acoplando progresivamente dNTPs (desoxirribonucleétidos
trifosfato).?> ¢

En el caso de una muestra de RNA total, como es el caso de nuestro estudio,
es necesario el uso de cebadores aleatorios (Random Primers) para iniciar la
sintesis de la cadena de cDNA por parte de la transcriptasa inversa.? %

El producto final de la transcripcion reversa sera un cDNA monocatenario (una
Unica hebra de cDNA). Posteriormente, se afiadirdn cebadores de PCR y DNA
polimerasa. Uno de los oligonucleétidos ceba la sintesis de la segunda cadena
de cDNA que, en su forma de doble cadena, sirve como diana para la
amplificacién con PCR.%

5 mRNA 3’

4

l Anneal primer

mRNA

l Reverse transcriptase
mRNA

LU LU Lt
cDNA
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Figura 11. Mecanismo de retrotranscripcion de RNA. El producto final de la reaccion
es la formacién de una unica hebra de cDNA a partir de RNA total o, como en el caso
de la figura, de mMRNA, mediante la accion de la transcriptasa inversa.

Figura 11. Rodriguez-Tarduchy, Gemma. (2014). Retrotranscripcion de RNA.
En Manual del Servicio de Gendmica (SPQ) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas Alberto Sols (p. 11) Madrid.

V. REALIZACION DE PCR CUANTITATIVA (qPCR)
A) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Fundamentos.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en una amplificacion
enzimatica de un fragmento de DNA (la diana) localizado entre dos
oligonucledtidos “cebadores”. Estos cebadores estan disefiados de forma que
uno de ellos es complementario a una cadena de la molécula de DNA en uno
de los lados de la secuencia diana, y el otro es complementario a la otra
cadena de la molécula de DNA en el lugar opuesto de la secuencia diana. Por
tanto, los oligonucleétidos cebadores flanquean la secuencia diana y sus
extremos 3” estan dirigidos hacia la secuencia diana a amplificar.?®

Posteriormente, se utiliza la enzima DNA polimerasa para sintetizar dos nuevas
cadenas de de DNA usando como plantilla la secuencia que se localiza entre
los cebadores. Las cadenas recién sintetizadas de DNA son en si mismas
complementarias y pueden formar una segunda copia de la secuencia diana
original. Repetidos ciclos de desnaturalizacion con calor, hibridacién de los
cebadores y sintesis enzimatica de DNA dan como resultado una amplificacion
exponencial de la secuencia diana de DNA.?

B) PCR cuantitativa
Fundamentos

La PCR cuantitativa, también denominada PCR en tiempo real, es una técnica
utilizada para determinar la cantidad de una secuencia de DNA concreta
existente en una muestra. A diferencia de la PCR convencional, en la cual los
resultados se recogen después de completar la reaccion, lo que hace imposible
determinar la cantidad inicial de acido nucleico, la gPCR mide la cantidad de
producto después de cada ciclo de PCR, por lo que es si es posible determinar
la cantidad inicial de &cido nucleico.?

En las fases iniciales de una reaccion PCR, el numero de moléculas de la
region de DNA que esta siendo amplificada se duplica con cada ciclo de
desnaturalizacion, hibridacion de los cebadores y sintesis del DNA. Si
realizamos un seguimiento de la cantidad de material sintetizado en las fases
iniciales de la reaccion PCR, se obtiene una linea recta en una grafica
semilogaritmica cuando la cantidad de producto se duplica en cada ciclo. El
namero de ciclos necesarios para alcanzar un umbral arbitrario es una medida
de la cantidad de partida que existia inicialmente al comienzo de la reaccion
PCR. Cuantos menos ciclos son necesarios para alcanzar un umbral dado,
mas material de partida tiene que haber existido desde el comienzo.?
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Figura 12. PCR cuantitativa. EI nimero de ciclos de PCR necesarios para alcanzar un
umbral arbitrario seleccionado en la porcidén exponencial de la amplificacion PCR es
una medida de la cantidad de plantilla presente inicialmente cuando se inicia la reaccion
PCR. En este ejemplo, la muestra experimental alcanza el umbral 1,5 ciclos después que
la muestra control, lo que significa que al comienzo de la reaccion de PCR hay una
cantidad 1/(2% (29%) mayor de la muestra experimental que de la muestra control.

Figura 12. Nussabaum, R., Mcinnes, R., & Willard, H. (2008) Herramientas
utilizadas por la genética molecular humana. En Thompson & Thompson
Genética en Medicina 7° Edicion (p 53). Barcelona: Elssevier

gPCR con Sondas TagMan

Los sistemas de qPCR fueron mejorados con la introduccién de sondas
fluorogénicas (Sondas TagMan) para controlar la acumulacién del producto de
PCR. La disponibilidad de estas sondas permitio el desarrollo de un método en
tiempo real para detectar productos de amplificacion especificos, aumentando
la especificidad de las gPCRs.?®

Las sondas Tagman son compuestos fluorescentes que hibridan con el DNA de
doble cadena. Su mecanismo de accidén se basa en la actividad exonucleasa
5-3’de la Tag DNA polimerasa para escindir una sonda hibridada a la
secuencia diana. Esta escision de la sonda permite la emision de fluorescencia
que, al igual que en otros métodos de gPCR, permite obtener una medida
cuantitativa de la acumulacién del producto durante los ciclos de PCR. Por lo
tanto, la fluorescencia detectada en el termociclador de la qPCR es
directamente proporcional a la cantidad de una secuencia de DNA concreta

presente en la muestra.?’
Componentes de las sondas TagMan %’

-Reporter dye (FAM, Vic). Fluoréforo que se encuentra unido covalentemente al
al extremo 5°de la sonda.

-Quencher (Q) Desactivador de fluorescencia, unido al extremo 3" de la sonda.

-Minor Groove binder (MGB) Molécula unida al Quencher, que permite
incrementar la temperatura de fusion (melting temperature, Tm) sin necesidad
de aumentar el tamafio de la sonda. Permite el disefio de sondas de menor

longitud.
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-Ampli Tag Gold DNA polimerase. DNA polimerasa de la bacteria Thermus
aquaticus, es la polimerasa mas frecuente y mas barata utilizada de manera
general en los laboratorios de Biologia Molecular para la realizacion de PCRs.

Mecanismo de accion

Durante la primera fase de la reaccion de PCR (desnaturalizacion) se eleva la
temperatura para producir la separacion de las dos hebras de DNA. Durante
este paso, el Quencher esta ejerciendo su actividad inhibitoria sobre el
fluoréforo, dado que se encuentran proximos el uno al otro, por lo que no habra
sefal fluorescente. En el siguiente paso de la reaccién, la temperatura
disminuye para permitir la hibridacion de los primers y de la sonda TagMan con
sus secuencias especificas de DNA. Cada sonda TagMan esta disefiada de tal
manera que hibride con una region especifica de DNA que va a ser amplificada
por un par de oligonucleétidos especificos (cebadores).?’

La hibridacién de los primers especificos permite iniciar la sintesis de la cadena
de DNA por la Tag DNA polimerasa, en sentido 3"-5". Cuando la Tag DNA
polimerasa alcanza la sonda TagMan, se produce la degradacién de la sonda
por medio de la actividad exonucleasa de la enzima. La degradacion de la
sonda separa el fluoréforo, rompiendo asi la proximidad entre este y el
Quencher, permitiendo asi la emisiéon de fluorescencia.

Assay Chemistry Summary
v @ i @

C ¢ ) ¥

AmpliTag
Gold DNA
Polymerase

Non-Target Template

Figura 13. PCR cuantitativa mediante sondas Tagman.

Figura 13. Rodriguez-Tarduchy, Gemma. (2014). PCR en tiempo real para
transcripcion génica. En Manual del Servicio de Gendmica (SPQ) del Instituto
de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols (p. 12) Madrid.
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C) Realizaciéon de qPCRs con sondas TagMan.

En nuestro estudio, los productos de cDNA, obtenidos mediante transcripcion
inversa a partir de RNA total de aorta abdominal de raton, fueron amplificados
mediante qPCR con sondas TagMan en un termociclador MX-3000P
Stratagene (Thermo Scientific).

Se utilizaron 4 sondas TagMan especificas (HOTAIR, RNCR3, MALAT1, y
XIST) que hibridaron con las secuencias de cDNA flanqueadas por las parejas
de cebadores para amplificar las secuencias de cDNA correspondientes a
nuestros 4 IncRNA a estudio: XIST, MALAT1, RNCR3 y HOTAIR. La
hibridacién de las parejas de cebadores especificos con las secuencias de
cDNA de interés permite iniciar la sintesis de la cadena de cDNA bicatenaria
por la Taq DNA polimerasa. Las sondas TagMan especificas emiten
fluorescencia cuando son degradadas por la Tag DNA polimerasa,
obteniéndose un nivel de fluorescencia detectado en el termociclador de la
gPCR.

Se realizaron, por tanto, 4 gPCRs utilizando en cada una de ellas un par de
cebadores y una sonda TagMan especifica, amplificandose en cada reaccion
una de nuestras cuatro secuencias de cDNA de interés. En cada gqPCR, se
detecta un nivel de fluorescencia que es directamente proporcional a la
cantidad de cDNA amplificado, pudiendo por tanto cuantificar la cantidad de
cada uno de nuestros 4 INcRNAs de interés. La cuantificacion de la expresion
se expresG como expresion relativa, utilizando el gen 18s como nuestro house
keeping. Los niveles de expresion estudiados se normalizaron frente al gen
ribosomal 18s, cuyos niveles de expresidon son siempre estables.

Para la realizacién de las qPCRs, se distribuyé en cada pocillo de la placa de
PCR un volumen de 0,5ul de cDNA, al que se anadieron 10ul de TagMan
Universal PCR Master mix. Cada una de las muestras de cDNA de nuestro
estudio, 5 procedentes de ratones control y 5 de ratones tratados con
Angiotesina Il, se distribuy6 por triplicado en los pocillos de la placa, afiadiendo
posteriormente los cebadores y las sondas TagMan especificas para cada
IncRNA de estudio y el mix de reaccién (TagMan Universal PCR Master mix).

Tras esto, las muestras fueron transportadas al termociclador, donde fueron
amplificadas mediante 1 ciclo de 50°C durante 2 minutos y 95° durante 10
minutos) seguido de 40 ciclos utilizando las condiciones universales de la PCR
(95°C durante 15 segundos, 60°C durante un minuto).

VI. ESTADISTICA

El tamafio muestral de nuestro estudio fue de un total de 10 ejemplares de
ratbn APOE K.O, distribuidos en dos grupos de 5 individuos (5 ratones control y
5 ratones tratados con Angiotensina Il). El test estadistico utilizado para la
comparacion de medias entre los dos grupos fue la prueba de T de Student de
dos colas, para datos independientes (no emparejados), considerandose
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Los valores se representan
como medias +/- error estandar de la media.
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5. RESULTADOS
1. MEDICIONES ECOGRAFICAS DE AORTA ABDOMINAL DE RATON

En nuestro estudio, se realiz6 una monitorizacion ecografica de los 5
ejemplares APOE K.O tratados con Angiotensina Il que permitio observar el
aumento progresivo de del diametro adrtico abdominal en estos ejemplares y
constatar la formacion de un aneurisma.

En la figura 14, la columna basal representa la media relativa del diametro
aortico abdominal, antes de la implantacion de la bomba subcutdnea de
Angiotensina Il. La columna adyacente corresponde con la media del diametro
aortico abdominal en estos mismos ejemplares, tras dos semanas de
tratamiento con el farmaco. Para la comparacion de medias entre dos grupos
independientes se utilizd el test estadistico de t de Student de dos colas,
obteniéndose un valor de p<0,05. Con estos datos, podemos inferir que la
probabilidad de que las diferencias entre los dos grupos estudiados sean
debidas al azar es menor del 5%, siendo por tanto un resultado
estadisticamente significativo.

Se observa que, tras dos semanas de tratamiento con Angiotensina Il, se ha
producido un incremento relativo del diametro aodrtico superior al 1,5 del
diametro original, cumpliéndose los criterios para la definicion de aneurisma.
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Figura 14. Incremento relativo del diametro de la aorta abdominal tras dos semanas
de tratamiento con Angiotensina Il. Los valores se representan como media +/- error
estandar de la media.* p<0,05 didmetro aorta abdominal basal relativo vs. incremento
del diametro tras dos semanas de tratamiento con Angiotensina Il.
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2. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LOS IncRNAs DE INTERES

Dos de los IncRNAs estudiados, (HOTAIR y MALAT1) presentaron diferencias
significativas en su expresion, p<0,05. De los dos IncRNAs restantes, RNCR3
no presentd diferencias significativas (p>0,05), mientras que no se pudo
cuantificar la expresion del ultimo de ellos (XIST) en los tejidos.
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Figura 15. Expresion relativa de 3 IncRNAs en la aorta abdominal en un modelo
murino de aneurisma abdominal tratado con Angiotensina Il frente al grupo de
animales control. A. Expresion relativa de HOTAIR. B. Expresion relativa de RNCR3
C. Expresion relativa de MALAT-1. Los niveles de expresion estudiados se
normalizaron frente a la expresion del gen ribosomal 18s. Los valores se representa
como media +/- error estandar de la media, * p<0,05.
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6. DISCUSION

En nuestro estudio, dos de los cuatro IncRNAs analizados (HOTAIR y MALAT1)
se encontraron desregulados tras la formacion del aneurisma aortico
abdominal, encontrandose diferencias significativas en su expresion entre el
grupo de animales tratados con Angiotensina Il y el grupo control. Ambos
INcRNAs se encuentran implicados en la patogenia del AAT, siendo descritos
por Guo et al. (2017) y Cardenas et al. (2016)° respectivamente. Sin
embargo, dentro de la literatura cientifica actual, no existen estudios sobre el
papel especifico de estos dos INncRNAs en los AAAs.

El primero de ellos, HOTAIR, esta involucrado en la patogenia de un tipo
especifico de AAT, el aneurisma adrtico toracico espontaneo (AATE). En el
estudio llevado a cabo por Guo et al. (2017) se observé que la expresion de
HOTAIR se encontraba significativamente disminuida en los pacientes con
AATE en comparacion con los controles.*® En nuestro estudio, se observé que
la expresion de HOTAIR se encontraba disminuida en la aorta abdominal tras la
formacién de aneurismas (en el grupo tratado con Angiotensina Il) con respecto
al grupo de animales control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en AATSs, concluyendo por tanto que en ambos tipos de AA, tanto toracico
como abdominal, existe una regulacion negativa (downregulation) de HOTAIR.

De acuerdo con Guo et al, HOTAIR actua sobre el remodelado de la matriz
extracelular y la apoptosis y proliferacion de las VSMCs aorticas. La inhibiciéon
(knockdown) de HOTAIR induce la apoptosis, reduce la proliferacion celular y
suprime la expresidon de colageno de tipo 1 y 3 en este tipo celular,
favoreciendo el desarrollo del AAT.'® Dado que HOTAIR se encuentra
distribuido principalmente en el ndcleo de las ECs y VSMCs adrticas, cabe
pensar que no solo estd implicado en el desarrollo del AAT, sino que también
podria estarlo en el del AAA, asi como en otro tipo de enfermedades adrticas
(por ejemplo, la diseccion adrtica). Los resultados de nuestro estudio sugieren
que la regulacién negativa (downregulaciéon) de HOTAIR en las VSMCs
aorticas podria favorecer el desarrollo de AAA, mediante los mismos
mecanismos descritos por Guo et al en AATs, es decir actuando sobre la
apoptosis/ proliferacion y sobre el remodelado de la matriz extracelular. De esta
forma, HOTAIR podria constituir una diana terapéutica para el tratamiento del
aneurisma aortico, tanto toracico como abdominal.

El segundo de ellos, MALAT1, se ha asociado asimismo con el AAT. En el
estudio llevado a cabo por Cardenas et al se describi6 el papel de un complejo
ternario, formado entre otros componentes por MALAT, en la disfuncion de las
VSMCs en este tipo de aneurismas. Se observd que el complejo HDAC9-
MALAT1-BRG1 reprime la expresion de genes de proteinas contractiles en las
VSMCs adrticas, lo que finalmente da lugar a una alteracion de la arquitectura
de la pared del vaso y favorece la formacion del aneurisma toracico. MALAT1
se localiza en el nucleo, y se encuentra upregulado en respuesta a la expresion
de TGFR2 (Receptor de TGF- 2) y ACTA2 (gen que codifica para la a actina
2) en VSMCs, asi como en tejidos humanos de aneurisma adrtico toracico.’

48



El papel de los long non-coding RNAs en enfermedades cardiovasculares
Lucia Gonzalez Piquin

En nuestro estudio, se observd que la expresion de MALAT1 se encuentra
aumentada tras la formacion del aneurisma abdominal con respecto al tejido
normal de aorta de raton. Estos resultados concuerdan con los de Cardenas et
al, donde se observé una sobreexpresion de MALATL1 en tejidos humanos de
AAT, pudiendo concluir que el MALAT1 se encuentra upregulado en ambos
tipos de aneurisma adrtico, tanto toracico como abdominal. Los mecanismos a
partir de los cuales MALAT1 favorece el desarrollo de aneurismas abdominales
podrian ser los mismos que los descritos por Cardenas et al, es decir, la
disfuncién de las VSMCs mediante la represion de genes contractiles, aunque
también seria posible la actuacion de MALAT1 sobre otros genes que no sean
los genes reguladores del citoesqueleto o mediante vias de sefializacion
distintas a las deTGF-B. Serian necesarios mas estudios al respecto para
determinar el papel especifico de MALAT1 en la patogenia del aneurisma
aortico abdominal.

A diferencia de HOTAIR y MALATL, el papel de los dos IncCRNAs restantes
analizados en nuestro estudio (RNCR3 y XIST) aun no ha sido descrito en
aneurismas, no existiendo dentro de la literatura cientifica actual estudios a
este respecto. Aun asi, si que han sido descritos tanto en otras enfermedades
cardiovasculares, como en otros tipos de enfermedades (tumorales).

RNCR3 se ha relacionado con la disfuncién vascular relacionada con la
aterosclerosis. El estudio llevado a cabo por Shan et al. (2016)*’ revela el papel
ateroprotector de RNCR3 y propone la intervencion sobre este IncRNA como
una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de esta
enfermedad. Este IncRNA se encuentra distribuido en las VSMCs y ECs,
estando significativamente sobreexpresado en lesiones arterioscleréticas tanto
en tejidos humanos como murinos. El estudio sugiere que la sobreexpresion de
RNCR3 en las arterias lesionadas (afectadas por la aterosclerosis) constituye
un mecanismo protector frente al dafio vascular, que favorece la regeneracion
de las células endoteliales en las arterias afectadas, aumenta la proliferacion y
migracién y disminuye la apoptosis de las mismas.*’

Ya que los aneurismas adrticos abdominales se asocian muy frecuentemente
con la presencia de aterosclerosis, parece légico pensar que esta
sobreexpresion de RNCR3 en las lesiones ateroscleroticas, que da lugar a una
serie de acciones compensadoras del dafio vascular, también tenga lugar tras
el desarrollo de aneurismas, pudiendo constituir la intervencion sobre RNCR3
una estrategia terapéutica para detener la formacién de los mismos. Sin
embargo, en nuestro estudio, no existieron diferencias significativas en la
expresion de RNCR3 en la aorta abdominal tras la formacion de aneurismas
con respecto al tejido normal de aorta de raton. Es decir, la expresion de
RNCR3, a diferencia de lo observado por Shan et al en lesiones
ateroscleroticas, no se modifico tras la formacion del aneurisma abdominal.

Dado el reducido tamafio muestral de nuestro estudio, seria necesario
aumentar el nimero de individuos en los grupos de estudio para determinar si
este papel protector de RNCR3 en las lesiones ateroscleroéticas tiene lugar
también en aneurismas, antes de descartar por completo que este IncRNA
pueda desempefiar un papel relevante en la patogenia del AAA. También seria
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de interés evaluar si en nuestro modelo aparece la formacion de placas de
ateroma asociadas a la formacion de aneurisma o si, por el contrario, no existe
asociacion entre ambas entidades.

El IncRNA XIST, el dltimo de nuestros INcRNAs de interés ha sido descrito,
mediante estudios realizados en humanos, en otras enfermedades
cardiovasculares como el infarto de miocardio (Zhou et al. 2017)'* o la
diseccién de aorta toracica (Sun et al. 2018)'®. También se ha descrito en
modelos humanos de multiples enfermedades tumorales como el carcinoma
broncogénico no microcitico (Wang et al., 2017), el cancer colorrectal (Song
et al., 2017)*! y el cancer de pancreas (Wei et al., 2017)*%. Sin embargo, como
ya se ha comentado, no existen actualmente estudios que relacionen a XIST
con el desarrollo del aneurisma aortico, tanto toracico como abdominal.
El estudio llevado a cabo por Sun et al puso de manifiesto el papel regulador de
XIST sobre el gen p21 en la patogenia de la diseccion adrtica toracica. Los
resultados obtenidos mediante qPCR mostraron que tanto los niveles de
expresion de XIST como de p21 se encontraban aumentados en los tejidos de
diseccién de aorta toracica con respecto a los tejidos adrticos normales. Se
observé que la sobreexpresion de XIST incrementaba la expresion de p21,
afectando finalmente a la proliferacién de las células de musculo liso vascular.*®

Dado que XIST interviene sobre la proliferacion de las VSMCs, parece factible
que este INcCRNA también pudiera estar implicado en otro tipo de enfermedades
aorticas como son los aneurismas, ademas de en la diseccion de aorta
tordcica. Sin embargo, en nuestro estudio, no fue posible la cuantificacién de
XIST en los tejidos, tanto en el grupo tratado con Angiotensina Il (modelo
murino de aneurisma abdominal) como en el grupo control (tejido aodrtico
normal de ratén). Como se ha comentado previamente, XIST ha sido descrito
en modelos humanos de varias enfermedades cardiovasculares y tumorales,
pero, hasta la fecha, su expresion en modelos murinos de enfermedad aln no
ha sido estudiada. Es posible que este InCRNA no se exprese en ratones, ya
gue existe una menor conservacion de los IncRNAs entre las diferentes
especies de vertebrados, en comparacion con otros tipos de non-coding RNAs,
posiblemente como consecuencia de la seleccion natural, por lo que podria no
existir homologia entre especies.

7. CONCLUSIONES

En conclusion, los IncRNA HOTAIR y MALAT1 podrian perfilarse como
posibles dianas terapéuticas para la prevencion del desarrollo de los
aneurismas aorticos abdominales, dada la concordancia de los resultados
obtenidos en nuestro estudio con los estudios previos al respecto. Por el
contrario, el papel de RNCR3 y XIST en la patogenia del aneurisma abdominal
aun no esta del todo claro. Ante la falta de estudios al respecto en la literatura
cientifica actual, seria interesante realizar nuevos estudios en modelos murinos
de aneurisma con un tamafio muestral mas amplio, asi como validar los
resultados obtenidos en muestras de pacientes, para asi determinar la
importancia de estos dos IncRNAs en el desarrollo de aneurismas
abdominales.
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