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A. ABREVIATURAS
All: angiotensina Il

AGE: productos finales de glicosilacién
avanzada

ARA-II: antagonistas del receptor de la
angiotensina ll

FGF: factor de crecimiento derivado de
los fibroblastos

CAM: moléculas de adhesion
CML: células musculares lisas

CTGF: factor de crecimiento del tejido
conectivo

DE: disfuncion endotelial
EAC: Enfermedad coronaria humana
ECV: Enfermedades Cardiovasculares

EDHF: factor hiperpolarizante derivado
del endotelio

EDRF: factor relajador derivado del
endotelio

EPO: eritropoyetina

ET-1: endotelina-1

ET-A, ET-B: endotelina-A, endotelina-B
(GCLC): Glutamato-cisteina ligasa
HSV-1: Herpes Virus 1

HTA: Hipertension arterial

ICAM: moléculas de adhesidn

intracelulares

IECA: inhibidor de Ila enzima
convertidora de angiotensina

IL-1: interleuquina-1

L-Arg: L-arginina

LDL: lipoproteinas de baja densidad
LOX: lisil-oxidasa-endotelial

MCP-1: factores quimiotacticos
MiARNs: microARNs

NO: o6xido nitrico

NOS: o6xido nitrico sintasa

NOSe: dxido nitrico sintasa endotelial
NOSi: éxido nitrico sintasa inducible
NOSn: 6xido nitrico sintasa neuronal
O2™: anién superdxido

PAF: factor activador plaquetario
PCR: proteina C reactiva

PDGF: factor de crecimiento derivado de
las plaquetas

PGs: proteoglicanos

PGA: productos de glicacién avanzada
PGH2: Prostaglandina H2

PGl : Prostaciclina 2

ROS: especies reactivas de oxigeno
SOD: superoéxido dismutasa

TFPi: inhibidor del factor tisular
TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa
tPA: activador tisular del plasmindgeno
TXA2: Tromboxano A2

UTR: Region no traducida

VCAM: moléculas de adhesion vascular



B. RESUMEN

Los microARNs (miARNs) son pequeias moléculas, entre 19 y 25 nucledtidos, de ARN no
codificante, que regulan negativamente la expresién génica a nivel post-transcripcional,
al inhibir la traduccidn y degradar los ARN mensajeros.

Los miARNs controlan procesos biolégicos como la proliferacién celular, la
diferenciacién, la angiogénesis y la apoptosis. La desregulacion de los miARNs estd
intimamente relacionada con la aparicion de muchos tipos de enfermedades, desde el
cancer hasta enfermedades cardiovasculares.

Desde su descubrimiento a finales del S. XX se han convertido en una importante via de
investigacidn tanto para la comprension de los mecanismos moleculares que participan
en multitud de enfermedades como para el desarrollo de posibles dianas terapéuticas.

Ampliando el conocimiento del papel de los miARNs en la disfuncidén endotelial y de las
vias de sefializacion alteradas por los mismos podemos descubrir nuevos biomarcadores
para el diagndstico y dianas terapéuticas para el tratamiento de la disfuncién endotelial
y otras complicaciones cardiovasculares.

En este trabajo se realizard una revisién sistematica de la literatura cientifica mas
actualizada con el fin de establecer y definir el papel de los miARNs en la disfuncion
endotelial.

Palabras clave: miARN, disfuncion endotelial, NO, hipertension.

C. ABSTRACT

MiRNAs are small molecules, ranging from 19 to 25 nucleotides, of non-coding RNA,
which negatively regulate gene expression at post-transcriptional level by inhibiting
translation and degrading mRNAs.

The miRNAs control biological processes such as cell proliferation, differentiation,
angiogenesis and apoptosis. MiRNAs deregulation is involved in the molecular basis of
many types of diseases, including cancer or cardiovascular diseases.

Since their discovery at the end of the 20th century, they have turned to be an important
area of research both for the understanding of multitude of diseases and for the
development of possible therapeutic targets.

By broadening the knowledge of the role of miRNAs in endothelial dysfunction and the
molecular mechanisms used by miRNAs, we can discover new biomarkers for diagnosis
and therapeutic targets for the treatment of endothelial dysfunction and other
cardiovascular complications.

In this work, we have performed a systematic review of the most updated scientific
literature in order to establish and to define the role of miRNAs in endothelial
dysfunction.

Key words: miRNA, endothelial dysfunction, NO, hypertension.



D. INTRODUCCION A LA FUNCION ENDOTELIAL
D.1. Funciones del endotelio:

El endotelio vascular es una monocapa activa de células que cubre la luz de los vasos
sanguineos separando la pared vascular de la sangre circulante. El endotelio vascular
consta de, aproximadamente, 103 células endoteliales, las cuales representan mas de
1°5 kg del total del peso corporal, y ocupan una superficie de unos 600 m?.

Funciones reguladas por el endotelio

Células circulantes

Moléculas vasoactivas .
Plaquetas Fuerzas fisicas

Trombina Leucocitos . -

Metabdlitos del AA Flujo sanguineo

Transduccion
fuerzas mecdanicas

BK, 5HT, ADP Presion arterial
, oHT, \ l / Distension

Coagulacion

Barrera selectiva | G 8 _— Fibrindlisis

Agregacion
plaquetaria

Adhesién leucocitos

Tono vascular Proliferacion CMLV

Figural. Funciones del endotelio vascular (1).

Durante muchos afios, se creyé que el endotelio era una simple barrera celular. Sin
embargo, numerosas investigaciones han revelado el complejo papel del endotelio. El
endotelio es una barrera altamente selectiva y un érgano metabdlicamente activo
(Figura 1), y desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis
vascular mediante el control del balance entre la vasodilatacion y la vasoconstriccion. El
efecto vasodilatador estd mediado principalmente por factores como el dxido nitrico
(NO), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y la prostaciclina (PGl>),
mientras que el efecto vasoconstrictor estd mediado por factores como la endotelina 1
(ET-1), la angiotensina Il (Ang Il), el tromboxano A2 (TXA2), y la prostaglandina H2
(PGH2). Entre estos factores derivados del endotelio, se considera que el NO es el
vasodilatador enddgeno mas potente del cuerpo. Ademas, el NO también mantiene la
homeostasis de la pared vascular al inhibir la agregacion plaquetaria, la inflamacion, el
estrés oxidativo, la migracion y proliferacion de las células del musculo liso vascular y la
adhesién de leucocitos. El NO se produce y libera a partir de la L-arginina a través de la
actividad de la NO sintasa endotelial (NOSe) bajo la influencia de agonistas quimicos que




actuan sobre quimiorreceptores endoteliales especificos o por fuerzas mecénicas que
actuan sobre los mecanorreceptores (2).

Se trata de un drgano vital endocrino y paracrino que juega un papel clave en la
prevencion de la ateroesclerosis. Entre las funciones del endotelio destacan:

e Mantenimiento del tono vascular.

e Barrera permeable de intercambio de nutrientes y diferentes sustancias.
e Regulacién de la angiogénesis y del remodelado vascular.

e Regulacién de la adhesion leucocitaria y plaquetaria.

e Regulacién de la trombosis y fibrindlisis.

e Mediacion de la inflamacidn.

e Sintesis y degradacion de distintas hormonas.

e Participacion en la respuesta inmune.

e Participacion en la formacién de Liquido Cefalorraquideo (3).

D.2. La disfuncion endotelial:

La disfuncién endotelial (DE) representa la pérdida de la capacidad del endotelio para
regular la homeostasis del lecho vascular. Actualmente, se considera como una de las
primeras manifestaciones de la enfermedad vascular y la ateroesclerosis. La exposicién
crénica a distintos factores de riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo pueden alterar
los mecanismos de defensa del endotelio provocando esta alteracién vascular.

Causas y Efectos de la Disfuncion Endotelial
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Adhesion e infiltracion celular

Figura2. Esquema representando las causas y efectos de la disfuncién endotelial (4).



En el proceso de disfunciéon endotelial se produce una disminucion de sustancias
vasoprotectoras, debido a la disminucion de la produccién del NO y del EDHF, y un
aumento del estrés oxidativo, que ocasiona una menor vasodilatacion. En estas
condiciones se desencadena la respuesta inflamatoria, mediada principalmente por
moléculas de adhesién, inhibidor del tPA (activador tisular del plasmindgeno) vy
quimiocinas. Todo esto conduce a un estado pro-trombédtico.

Sustancias como la dimetilargina asimétrica (subproducto quimico natural intimamente
relacionado con la L-Arginina) y péptidos vasoconstrictores como la angiotensina-II (All)
y la endotelina-1 (ET-1) también se asocian a DE.

Los factores de riesgo cardiovascular son un factor importante en el desarrollo de la DE,
de hecho, existe una alta evidencia de que este proceso es un paso intermedio entre la
exposicidn a estos factores de riesgo y el desarrollo de la enfermedad ateroesclerética,
de tal modo que la DE se observa en estadios iniciales de la mayoria de las enfermedades
cardiovasculares (ECV). Por tanto, la busqueda de nuevas estrategias y tratamientos
para resolver las alteraciones que llevan a la DE es de vital importancia para prevenir la
ateroesclerosis y sus sindromes asociados, ya que estas enfermedades tienen un gran
impacto en la morbimortalidad y en la salud publica (2).

D.2.1. Factores predisponentes

Existen una serie de mecanismos y alteraciones que predisponen a la DE, que seran
discutidos de uno en uno en los apartados siguientes:

D.2.1.1. Estrés oxidativo

Las células endoteliales sanas, al metabolizar el oxigeno, generan especias reactivas de
oxigeno (ROS) potencialmente nocivas. En condiciones normales, la formacién de estos
radicales esta equilibrada con su eliminacidn. Sin embargo, en la disfunciéon endotelial
se produce un desequilibrio entre los radicales libres y las ROS (generados en los
procesos metabdlicos de las células endoteliales dafiadas), y la capacidad de eliminacién
por parte de los mecanismos anti-oxidantes. Los factores de riesgo cardiovascular
generan un aumento en la produccion de radicales libres y de ROS en la pared de los
vasos. Todo esto produce la activacion de la NADPH oxidasa (principal formador de ROS
de los vasos sanguineos) y la destruccién del NO formando peroxinitritos (que son
citotoxicos y median en la oxidacidon de las LDL, lo que contribuye a la formacion de la
placa de ateroma)

D.2.1.2. Factores de riesgo cardiovascular
Diabetes mellitus

La diabetes es un factor de riesgo muy importante para el desarrollo de aterosclerosis y
enfermedades cardiovasculares. Ademas, se sabe que la hiperglucemia altera la funcién
endotelial. Los mecanismos por los que la diabetes conduce a la disfuncidon endotelial
son los siguientes:



Dislipemia

Disminucidn de la sintesis de NO y aumento de la produccién de sustancias
vasoconstrictoras.

Aumento del estrés oxidativo que produce una mayor produccién de NADPH
oxidasa y formacion del anién superdxido.

La hiperglucemia conduce a la generacién de productos finales de
glicosilacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés), que son productos de
la glicosilacidn no enzimatica de proteinas y lipidos. Los AGE se acumulan en
la pared del vaso, alteran la integridad estructural del endotelio y la
membrana basal, y son capaces de contrarrestar las acciones del NO. Esto
contribuye sustancialmente a la DE. Ademas, los AGE se unen a receptores
de superficie especificos, que se expresan en células como los monocitos,
macrofagos y células musculares lisas vasculares, lo que resulta en la
amplificacién de una respuesta inflamatoria, aumento de la permeabilidad
vascular y estrés oxidativo (5).

La hiperlipidemia constituye un aumento de los lipidos circulantes, incluidos el
colesterol y los triglicéridos, un estado que puede predisponer a la DE. Los posibles
mecanismos que subyacen a la DE inducida por hiperlipidemia son (6):

Regulacion positiva de la NADPH oxidasa, aumento de la produccién de 02y
estrés oxidativo.

Aumento de los niveles plasmaticos de dimetilarginina asimétrica (ADMA),
un inhibidor competitivo endégeno de la NOSe.

Oxidacioén de las LDL; el exceso de 02 desempeifia un papel importante en el
desarrollo de la DE y la aterogénesis, ya que modifica el colesterol LDL para
formar LDL oxidado (ox-LDL). En la Figura 3 observamos como la oxidaciéon
del LDL provoca la activacidon de las células endoteliales para la formacion de
ET-1 y moléculas de adhesiéon, el aumento de ADMA vy caveolina-1 que
conduce a una disminucion de la activacidon de la NOSe y por ende a la
disminucion de la biodisponibilidad de NO que provoca la DE y el
reclutamiento de macréfagos que se traduce en la formacion de la placa
ateroesclerdtica.
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Figura3. Efecto del aumento de los niveles de colesterol y 02 en plasma sobre las células
endoteliales (6).

HTA (Hipertension Arterial)

La disminucidn de la vasodilatacidon dependiente del endotelio vascular esta relacionada
con la elevacion de la presion sanguinea. En la HTA el endotelio se deteriora y provoca
cambios funcionales en la pared vascular. Disminuye la biodisponibilidad del NO y
aumenta la liberacion de ROS y de factores vasoconstrictores (ET-1, Ang I, PGH, y TXA>).

El “Shear Stress” (tensidn tangencial) es uno de los mecanismos mas importantes para
la liberacién de NO por parte del endotelio, sin embargo, esta respuesta se ve
disminuida o incluso abolida en pacientes con HTA (2,7).

Tabaquismo

El tabaco contiene un gran nimero de sustancias, muchas de las cuales son altamente
perjudiciales para el ser humano. El principal mecanismo que relaciona el tabaco y la DE
es el estrés oxidativo, ya que el humo del cigarrillo contiene muchos radicales libres que
pasan la barrera hematogaseosa directamente a la sangre; ademas de esto, el humo
facilita la liberacidn enddgena de ROS por la activacidn de células inflamatorias. Por lo
tanto, fumar estad asociado con el estrés oxidativo, la inflamacién vy la liberacién de
factores circulantes que se relacionan con la lesion endotelial y la DE.

Ademads, se ha demostrado que fumar disminuye los niveles de HDL, el cual tiene
propiedades que previenen la ateroesclerosis y la DE (2,8).



Edad

Se considera que el envejecimiento es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
la aterosclerosis y, por lo tanto, para la enfermedad arterial coronaria. Ademas de la
remodelacién de la pared vascular asociada con la edad, que incluye ensanchamiento
luminal, engrosamiento intimal y medial y aumento de la rigidez vascular, la funcién
endotelial disminuye con la edad. Esto se hace mds evidente debido a la atenuacion de
las respuestas dilatadoras dependientes del endotelio, que es una consecuencia de la
alteracion en la expresion y/o la actividad de la NOSe, la regulacién positiva de la NOS
inducible (NOSi) y el aumento de la formacion de especies reactivas de oxigeno.

El envejecimiento también se asocia con una reduccién de la capacidad de regeneracidn
del endotelio y la senescencia endotelial, que se caracteriza por una mayor tasa de
apoptosis de las células endoteliales (2,9).

Obesidad

Los pacientes con obesidad tienen un mayor riesgo de aterosclerosis. Es probable que
la presencia simultdnea de varios factores de riesgo cardiovascular aumente la
probabilidad de lesion de las células endoteliales. La lesién endotelial en la obesidad se
caracteriza por una vasodilatacion dependiente del endotelio alterada, una mayor
actividad vasoconstrictora de la ET-1, una mayor vasoconstriccion mediada por
prostanoides y una activacién inflamatoria.

Infeccion

Las infecciones y la mediacion del sistema inmunitario pueden contribuir en gran
medida a la disfuncién endotelial y la ateroesclerosis. Numerosos estudios
epidemioldgicos indican que multitud de agentes infecciosos predisponen a la
enfermedad ateroesclerdtica y sus eventos clinicos, de hecho, virus como el
citomegalovirus y herpes simple (HSV-1), y algunas bacterias como Chlamydia
pneumoniae y Helicobacter pylori, se han relacionado con el desarrollo de enfermedades
arteriales coronarias en humanos (EAC).

Esto se explica porque durante una infeccién, las células endoteliales cooperan con los
monocitos en la activacion de las cascadas de la inflamacién y la coagulacion para
eliminar el agente patégeno.

Durante un proceso infeccioso las células endoteliales pasan de un fenotipo quiescente
(estado anti-coagulante, promotor de la vasodilatacién, anti-adhesivo) a un fenotipo
activado (promotor de la coagulacién y la vasoconstriccion, pro-adhesivo). De este modo
se explica cdmo las infecciones pueden contribuir al desarrollo de la disfuncién
endotelial. (2,3)

Inflamacion croénica

La inflamacién es otro mecanismo que produce DE, y parece haber una relacién causal
entre el estrés oxidativo y la inflamacién. En condiciones fisioldgicas, el endotelio
controla la inflamacién vascular mediante la liberacion de NO. Sin embargo, un
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endotelio disfuncional promoverd la generacién de ROS y agravara la inflamacién
vascular, lo cual es perjudicial para el sistema vascular. Existen numerosos marcadores
inflamatorios asociados con disfuncién endotelial y aterosclerosis. La proteina C reactiva
(PCR) se libera en respuesta a varios tipos de inflamacion y contribuye directamente en
la fase temprana de la aterosclerosis. Ademas, la PCR afecta directamente a la
biodisponibilidad de NO.

La inflamacion también estd asociada con la sobreexpresion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-1, que promueve la adherencia y migracion de los
leucocitos.

Ademas, estas citoquinas inflamatorias inducen a las células endoteliales y los leucocitos
a expresar moléculas de adhesidn vasculares (VCAM) e intercelulares (ICAM), Proteina
guimiotdctica de monocitos 1, E-selectina, P-selectina e Interleuquina 6, lo que resulta
en un empeoramiento de la DE, jugando un papel clave tanto en el inicio como en la
progresién de la placa aterosclerdtica (2).

Déficit de Vitamina D

El déficit de vitamina D se ha relacionado con el desarrollo de ateroesclerosis y
disfuncién endotelial. Este déficit provoca un aumento de los valores de la presién
arterial normal mediante varios mecanismos: activacion del eje renina-angiotensina-
aldosterona, alteraciones en la regulacion del calcio, aumento del estrés oxidativo y
disminucion de la produccidn vy liberacién de prostaglandinas. Estos nuevos
descubrimientos han supuesto la apertura de nuevas vias de tratamiento, suplementos
de esta vitamina pueden ser considerados para reducir la progresién de la HTA en
pacientes con bajos niveles de esta vitamina (10,11).

Shear Stress

El “shear stress” o tensidn tangencial, es la tensidn que ejerce la columna de sangre
sobre la superficie endotelial generando una deformacién de esta superficie, que
dependerd tanto de la magnitud de la tensién aplicada como del estado de salud del
endotelio. De este modo, las zonas donde el flujo laminar sea uniforme parecen estar
relativamente protegidas frente al desarrollo de estas lesiones. La tensién tangencial
ejercida sobre la pared del vaso es el estimulo fisico mas importante para la liberacién
de NO.

La tension tangencial ejercida por la sangre sobre la superficie del endotelio va a
modular el proceso aterogénico, pero de manera diferente en funcién de si se trata de
una tension tangencial baja (predispone a la ateroesclerosis modulando las expresiones
génicas endoteliales a través de procesos de mecanorecepciéon y mecanotransduccién,
induciendo un fenotipo endotelial aterogénico al mismo tiempo que aumenta ET-1y
suprime el NO, la produccidn de prostaciclina y la captacién de lipidos y su catabolismo)
o alta (efecto protector a través de la regulacion ascendente de la NOSe).

Por lo tanto, los aumentos en el flujo sanguineo vascular y la tensién tangencial se
consideran los principales mecanismos de los efectos beneficiosos del ejercicio sobre el
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sistema cardiovascular. Sin embargo, el aumento excesivo de la tensién tangencial
también parece estar asociado con la vulnerabilidad de la placa. Existen estudios en los
que se demuestra que valores de tensidén aumentados se asocian con roturas de placa o
ulceraciones de la intima en las arterias coronarias y carétidas.
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Figura 4. Cuadro resumen de los factores que predisponen a la disfuncién endotelial (12).
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E. INTRODUCCION A LOS MICRO ARNSs
E.1. Definicion.

Los micro-ARNs (miARNs) representan un grupo de ARN no codificantes de secuencia
corta (19-25 nucledtidos), que regulan la expresion génica a nivel postranscripcional.
Generalmente actian sobre la expresién génica mediante el silenciamiento o
degradacion de los ARN mensajeros, y estan implicados en la regulacidon de varios
procesos bioldgicos, como la diferenciacion celular, la proliferacién, la apoptosis y en el
desarrollo embrionario y tisular. Actualmente son un importante foco de interés para el
estudio de diversas enfermedades como el cancer o la diabetes mellitus tipo 2 (13).

What are microRNA’s?

DNA RNA protein

database of specific instructions functional product
instructions

microRNA

regulators

Figura 5. Los microARNs y su funcién como reguladores de la transcripcién génica (14).

Los miARNs son moléculas de ARN transcritas a partir de genes de ADN, pero no llegan
a ser traducidas a proteinas. Se expresan en una amplia variedad de organismos, desde
plantas hasta gusanos y humanos. Gran parte de los miARNs estdan muy conservados a
lo largo de la escala evolutiva, llegando incluso a encontrarse componentes de la
magquinaria de estos miARNs en Eubacterias, lo que da fe de su antigliedad (15).

Lin-4 fue el primer miARN que se describid y se identificé como un elemento crucial en
la regulacion de las distintas etapas de los estadios larvarios del nematodo
Caenhorabdititis elegans. Hoy en dia se piensa que el genoma humano contiene mas de
1.000 genes que codifican para miARN, lo que representa, aproximadamente, el 3% de
los genes conocidos. El Unico cromosoma que no contiene genes que codifiquen miARN
es el cromosoma Y (16).
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E.2. Historia de los miARN:

Hasta hace dos décadas, tanto la existencia como la importancia de los miARN eran
completamente desconocidas. Hasta entonces la comunidad cientifica estaba centrada
en los genes que codificaban proteinas. Practicamente no se estudiaban las secuencias
de nucledtidos no codificadoras. Fue en el afio 1993 cuando se reveld la importancia de
los miARNSs. Para acercarnos a la fecha de este descubrimiento debemos remontarnos
unos 5 afos atras.

En 1987, Ferguson et al.,, mientras trabajaba en el laboratorio de Robert Horvitz,
descubridé que una mutacién supresora en el gen lin-14 era capaz de revertir el fenotipo
de la mutacidon nula lin-4 en el nematodo Caernorhabditis elegans. De hecho,
mutaciones nulas en el gen lin-14 o en el gen lin-4 generaban fenotipos opuestos. Esto
hacia indicar que lin-4 podria regular negativamente a lin-14. A partir de este momento
la linea de investigacidn se centrd en el estudio del gen lin-4 y del gen lin-14.

Se determiné que el gen lin-4 debia de estar contenido en un fragmento de unas 700pb,
pero no pudieron encontrar los codones de inicio y final. Aun asi, introdujeron
mutaciones en este fragmento, sin conseguir alterar la funcién de lin-4, fue asi como se
llegd a la suposicion de que lin-4 no codificaba para ninguna proteina. Ademas,
encontraron dos transcritos de lin-4 inusualmente pequefios, de solo 61 y 22
nucledtidos de longitud. Por otro lado, se determind que el gen lin-14 era inhibido a
nivel postranscripcional.

Establishment of registry for Phase Il clinical trial of
naming and cataloging of newly Miravirsen initisted
Identfied MIRNAs
(Geiffiths-Jones, 2004) méRBase database goes onkne
of lot-7in C. olegans and . (Griffiths-Jones et al., 2008) Eficacy <:l MiR-122 antagonist
Di» ‘C:{. 7“ y 0gs In Olher Organisms ’ demonstrated in the treatment of
(Pasquinell et al, 2000; Nek oanesion seqaencing loé Hepatitis C virus in non-human primates
Renhertat ol 2000) identification of MIRNAs introduced MIRX34, the first MiRNA replacement,
Broader identification of | therapy enters Phase | safoty trials
Identdication of 22 nt #n-4 small MIRNAS in various organisms 2006 Nodel Prize in Physiology or
RNA in C. elegans Torm "MicroRNA" is coined Medicine Awarded to Andrew Fire and
(Leo of al, 1993) (Lagos-Quintana et al., 2001) Craig Mollo for thok discovery of the Circulating MIRNA signature identified
mechanism of RNA interference for the earty deiochoﬁ of king cancer

| 1991 1993 1998 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Fire and Mello are the first 1o Microarrays for assessing PubMed search results by year
obsorve RNAI MIRNA expression 12,000
(Fire ot al., 1998) IMroduced
19,000
muﬁ:‘;‘:;::: :"’ 1: ;;;?"w MIRNA expression pattems used 1o] | so00
identify cancer subtypes
(Garzon et al., 2008a,b; e
Identification of regulatory é Jongen-Lavrencic of al , 2008) 4000
regions in the C. elegans #n- Drosha identified L
14 3-UTR (Lee et al., 2003) 2000 E I I
(Wightman e al., 1991) ® Prechinical safety tests of the . i} I
identification of MiR-15 MiR-122 antogonist miravirson, 2001 2002 2003 2004 2004 2006 2007 2008 2000 3010 2011 2012 2013 2914 2045
and MIR-16 and the 13q14 the first MIRNA-based therapy,
is the first evidence of completed successfully ® MCroRNA & MicriiNA ¢ comoer
tumor-suppressive MIRNAs '
(Calin et a1, 2002)

Figura 6. Cronologia del descubrimiento y comprension de los miARNs. Numero de articulos que
han aparecido en la literatura al incluir “miRNA” como palabra clave en la base de datos Pubmed.
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Ambos estudios compartieron sus datos previamente a su publicacion, y en 1992 se llegd
a una importante conclusion: Los pequefios transcritos de lin-4 eran complementarios a
una secuencia repetida en el 3’-UTR (UnTraslated Region: regién no traducida) del gen
lin-14.

En diciembre de 1993 se publica en la revista Cell, que el pequefo transcrito de lin-4
regulaba lin-14 a través de la region 3°-UTR.Si bien lin-4 fue el primer miARN
descubierto, en los afios siguientes, con la ayuda de herramientas de secuenciacién e
informaticas combinadas con la disponibilidad de los genomas secuenciados, un nimero
creciente de miARNs fueron identificados, los mecanismos de represién de la traduccién
mediada por los miARNs y su importancia en los procesos de desarrollo de
enfermedades se hizo mucho mas clara. (17)

No se identificd ningin homdlogo para lin-4 fuera de C. elegans; por lo tanto, hasta el
afo 2000, se pensaba que la regulacion postranscripcional por ARN pequefios estaba
restringida a los nematodos. De hecho, fue el descubrimiento por parte del grupo de
Ruvkun de otro miARN heterocronico: let-7, en C. elegans, que tiene homdlogos en
vertebrados, incluso en humanos y otros animales, lo que provocd que se pensase en
los miARNs como un mecanismo regulador del desarrollo no solo en nematodos, si no
como un fendmeno mas amplio que afectaria nuestra comprensién de la regulacion
génica y reformaria el dogma central de la biologia molecular (18).

En las ultimas dos décadas, la investigacion en miARNs ha avanzado a un ritmo notable
(Figura 6). Esta linea de tiempo nos lleva a través del descubrimiento de los miARNSs, al
conocimiento de que representan un mecanismo regulador ampliamente conservado, a
la apreciacion de la contribucién de la desregulacién de los miARNs a la enfermedad v,
finalmente, al inicio de los ensayos clinicos de terapias basadas en miARN.

Esta revolucion de miARN se puede rastrear facilmente mediante el examen de los
resultados de busqueda de PubMed, ya sea para "microARN" o "microARN + cancer",
los cuales muestran un aumento afio tras afio en el nUmero de publicaciones (Figura 6).

E.3. Biogenia:

En la Figura 7 se muestra un esquema que recoge la formaciéon y el mecanismo de accién
de los micro-ARNs (miARN). Los genes de los miARNs son transcritos en el nicleo por la
ARN polimerasa Il para formar los pri-miARNSs. Estos pri-miARNs son procesados por la
nucleasa (Drosha) y la proteina de unién a ARN de doble hebra (Pasha) para formar los
pre-miARN, que seran transportados al citoplasma por la exportina 5. Posteriormente,
la ribonucleasa ARNa tipo Il Dicer es capaz de generar un diplex transitorio de en torno
a 22 nucledtidos que se asociara al complejo RISC.

El miARN maduro se une a la regidn complementaria de la secuencia diana de ARN
mensajero (ARNm) y se iniciara el silenciamiento génico de acuerdo con el grado de
complementariedad entre ambas hebras. Si la complementariedad es perfecta, se
provocard la degradacién del ARNm, mientras que si la complementariedad es
imperfecta la union impedira la sintesis proteica.
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Un miARN puede tener muchos ARNm diana y cada ARNm puede estar regulado por
varios miARNs. En diversos estudios se ha estimado que los miARNs pueden regular
hasta el 30% de todos los genes humanos. Nuestro desafio para el futuro sera dilucidar
la funcién de cada uno de los miARNs en los procesos fisioldgicos y en las distintas
enfermedades, e identificar cudles son los genes diana regulados por cada miARN (16).
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Figura 7. Formacion y mecanismo de accion de los miARNSs.

E.4. Funcion de los miARNs:

La funcion de los miARNs esta relacionada con la regulacién de la expresién génica. De
esta forma un miARN es complementario de una parte de uno o mas ARN mensajeros
(ARNm). Los miARNs de animales suelen mostrar complementariedad imperfecta con la
region 3' UTR, y generalmente inhiben la traduccién del mARN, mientras que los de
plantas suelen mostrar complementariedad perfecta con regiones codificantes e
inducen el corte y la posterior degradacion del mARN diana.

Antes de clasificarlos como parte de la ruta de silenciamiento post-transcripcional de
genes especificos, los miARNs fueron catalogados como meros reguladores
del desarrollo en gusanos, sin embargo, en la actualidad, ademas de estas funciones de
control del desarrollo se han descrito multitud de otras, como el establecimiento de
redes de control génico y de ajuste fino de la expresidn génica en la célula. Dado que el
numero de dianas potenciales de los miARNs se cuentan por miles (alrededor del 30%
de los genes humanos), los miARNs podrian constituir una parte muy importante del
circuito de ajuste de las propias células. Segun esto, cualquier tipo de alteracién de los
miARNs podria conllevar grandes problemas regulatorios en la célula, desencadenando
distintos tipos de enfermedades. De hecho, se ha mostrado que los perfiles de expresiéon
de los miARNs estdn modificados en un gran nimero de tipos de cdncer y que la
sobreexpresién forzada de los micro-ARNs puede conducir en muchos casos al
desarrollo de tumores (19).
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E.5. Modo de actuacion:

A pesar del gran avance en el conocimiento de la biogénesis y la funcion de los miARNs,
los mecanismos utilizados por estas moléculas para regular la expresion génica no estan
del todo claros y permanecen bajo un intenso debate. De los numerosos trabajos
publicados parecen consensuarse cuatro vias a través de las cuales los miARNs reprimen
la expresion génica: 1. Degradacién de la proteina durante la traduccion, 2. Inhibicién
de la elongacion en la traduccién, 3. Terminacién prematura de la traduccién, 4.
Inhibicion de la iniciacidn de la traduccién (20).

Ademas de estos cuatro mecanismos, se ha postulado que los miARNs animales pueden
inducir una degradacién significativa de los ARN mensajeros diana a pesar de que el
emparejamiento de bases entre ARNm y miARN sea imperfecto. Los miARNs también
podrian ejercer funciones de silenciamiento mediante el secuestro de los ARNm en
zonas citoplasmaticas discretas conocidas como Cuerpos de Procesamiento de ARNm o
Cuerpos P, que excluyen a la maquinaria de traduccion.

Es dificil de entender por qué existen tantas teorias distintas para explicar cdmo los
miARNs son capaces de regular la expresidén génica. Quizas estos diferentes modelos
reflejen diferentes interpretaciones y enfoques experimentales. Otra posibilidad es que
los miARNSs silencien la expresion génica a través de multiples mecanismos. Una ultima
suposicién es que los miARNSs silencian la expresién génica por un Unico mecanismo
comun, y los mecanismos explicados anteriormente representen efectos secundarios de
este mecanismo primario.

Existen multiples estudios que indican que los miARNs juegan un papel importante en
la patogénesis de enfermedades humanas como el cdncer, los trastornos
neurodegenerativos y metabdlicos, o las infecciones virales. Por lo tanto, es de vital
importancia una explicacion detallada de como los miARNs son capaces de mediar en la
regulacién génica para, de este modo, conocer el potencial de los miARN como dianas
terapéuticas. Aunque se ha empezado a comprender la biogénesis de estas moléculas y
a identificar los efectores claves en la funcion de los miARNs, los mecanismos de accion
de los miARN en las células animales aun son objeto de debate. Sin embargo, se
considera poco probable que los diversos mecanismos observados resulten de
diferentes enfoques técnicos. Mas bien, se favorece una teoria en la que la represién de
miARNs se manifieste de distintas maneras dependiendo de las caracteristicas
especificas y la composicion de su objetivo (21).

Actualmente, no podemos determinar si estos diferentes modos de represion
representan multiples mecanismos de silenciamiento independientes o salidas multiples
de un evento inhibitorio primario Unico (22).
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E.6. Nomenclatura:

Debido al gran nimero de miARNs caracterizados en los Ultimos afios y a la gran
variedad de procesos en los que participan, su nomenclatura se ha establecido en
funcién a una serie de normas generales y se ha convertido en la clave para su
clasificacién. Ademas de distinguir entre miARNs y otros ARNs, la correcta denominacién
de los miARN nos sirve para evitar redundancias o anotaciones erréneas.

Actualmente, los miARNs maduros se nombran con el prefijo "miR" seguido de un
identificador numérico. Aunque no se indica en la primera guia de nombres de miARN,
los miARNs animales se distinguen de los de plantas con el uso de guién (por ejemplo,
miR-14 frente a miR172). Ademas, los pre-miARNs de animales se nombran con
caracteres en minusculay cursiva (por ejemplo, mir-14). Los nombres de los pre-miARNs
de las plantas difieren por el uso de mayusculas en el prefijo "mir" y la ausencia del
simbolo de guion (por ejemplo, MIR172). Los miARN idénticos de diferentes organismos
se nombran con el mismo nimero de identificador, excepto un prefijo de tres letras que
define el nombre de la especie seguido de un guion (por ejemplo, miR172 en Triticum
aestivum: tae-miR172 y en Hordeum vulgare: hvu-miR172). Los sufijos en letras denotan
secuencias de miARN maduras estrechamente relacionadas que se expresan a partir de
diferentes precursores o loci gendmicos e indican asi que son miembros de la familia de
miARN (por ejemplo, tae-miR172a, tae-miR172b), y las secuencias de miARN maduras
idénticas dentro de una especie se nombran con sufijos numerados después de un
simbolo “guion”. Aun asi, algunos de los miARNs registrados en miRBase con esta
notacion no tienen la misma secuencia exacta.

MmiRNA Nomenclature

. y Identical miRNA
r = precursor miRNA found in different
R = mature miRNA locations of genome.
‘ R 4 A large number would mean
cluster (eg -214).

hsa — mii— 26/al— 2

Specie: ID Slight variants
hsa = Homo sapiens Number = order of discovery. ‘ '
d = Drosophila Name = known function,

v = viral ‘ eg let7

Wkipeaa mRNA

Figura 8. Nomenclatura de los miRNAs (23).

16



Distintas secuencias de miARN maduras generadas por el procesamiento secuencial del
mismo precursor se distinguen con un nimero después de un punto (por ejemplo, aly-
miR774a-3p.2: y aly-miR774a-3p.1 u 0sa-miR159a.1 y osa-miR159a.2). Sin embargo, la
definicidn para el uso de sufijos numéricos seguido de un punto es altamente inclusiva
ya que el procesamiento secuencial del mismo precursor puede dar como resultado la
formacién de isomiRs, que tienen casi la misma secuencia del miARN candnico conocido
y otros tipos de miARN extirpados de otra region en el precursor (ARN similar a miARN)
y, por lo tanto, tienen una secuencia divergente. En este caso, mientras que los isomirRs
del miARN candnico tendran casi la misma secuencia y se nombraran como miR1-3p.2,
los otros miARN cortados de las distintas partes del precursor se nombraran como miR1-
3p.3 y seran diferentes del miARN candnico y sus secuencias isomiR. Actualmente, los
isomiR se consideran secuencias distintas en la base de datos de miARNs (24).

E.7. Papel de los miARNs en la enfermedad

Se ha demostrado que los miARNs desempeiian un papel importante en una amplia
gama de procesos fisioldgicos normales, como en el desarrollo, incluido el metabolismo,
la proliferacién celular y la apoptosis. Otras funciones reguladoras incluyen la expresién
génica neuronal, la morfogénesis cerebral, la diferenciacién muscular y la division de
células madre.

El papel de los miARNs en procesos patoldgicos se esta conociendo cada vez mejor,
aunque en algunos casos, como en el desarrollo del cdncer aln no se conocen bien los
mecanismos moleculares en detalle, aunque se ha demostrado que los patrones
alterados de los miARNs en las células son responsables de los cambios que hacen que
las células tomen la decisidn de volverse malignas.

Niveles anormales de un miARN, tanto por exceso como por defecto, estan relacionados
con una serie de enfermedades clinicamente importantes que van desde el infarto de
miocardio hasta la enfermedad autoinmune. Las mutaciones de un solo punto en un
miARN o en su ARNm diana o el silenciamiento epigenético de las unidades de
transcripcion de miARN es un mecanismo por el cual se afectan las funciones de estas
moléculas en la célula. Los grandes descubrimientos y el rapido progreso en los ultimos
afos sobre los miARNs brindan la esperanza de que en un futuro préximo tengan un
gran potencial en el diagndstico y tratamiento de muchas enfermedades.

E.7.1. Cancer

Hoy en dia esta bien documentado que la regulaciéon positiva o negativa de los miARNs
se produce en multitud de tipos de cancer en humanos. Los miARNs sobre-expresados
pueden funcionar como oncogenes (a través de la regulacién negativa de los genes
supresores de tumores) y/o como reguladores de procesos celulares como la
diferenciacién celular o la apoptosis.
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Se han caracterizado perfiles Unicos de expresion diferencial de miARNs para muchos
tipos de cancer lo que permite predecir que los miARNs tendran un gran potencial para
ser utilizados en el diagndstico y tratamiento del cancer en un futuro cercano.

E.7.2. Enfermedades cardiovasculares

La homeostasis del sistema vascular depende de la funcionalidad de las células
endoteliales y de la regulacion coordinada de la angiogénesis, la vasculogénesis y la
regresion de los vasos. Poco se sabe acerca de la maquinaria reguladora a nivel de la
expresion génica durante la neovascularizacion y el remodelado vascular. Sin embargo,
el descubrimiento de miARNs en los ultimos afios ha hecho evidente que estas
moléculas tienen una funcién importante en la regulacion de la funcién cardiaca y del
sistema cardiovascular de los mamiferos en general.

E.7.3. Enfermedades inflamatorias

La inflamacién es un componente esencial del sistema de defensa del huésped y juega
un papel esencial en la respuesta a la infeccién y a las lesiones, que se cree que
contribuye al desarrollo de multiples enfermedades agudas y crénicas. Recientemente,
varios estudios han investigado el papel de los miARNs en la inflamacién vascular y la
activacion de leucocitos y su infiltracion en la pared vascular, y se ha descubierto como
los miARNSs controlan la inflamacién vascular (25).

En este estudio, se demostré que miR-126 inhibe la expresiéon de la molécula de
adhesién de células vasculares 1 (VCAM-1), que se requiere para mediar en la
adherencia de los leucocitos a las células endoteliales. En macréfagos, se ha demostrado
gue el miR-155 es inducido por citoquinas como el TNFa y el IFN-B y contribuye a la
expansion fisioldgica de granulocitos/monocitos durante la inflamacién. Ademas, se ha
demostrado que miR-155 es necesario para la funcién de los linfocitos By Ty las células
dendriticas. A nivel genético, el factor de transcripcidon PU.1 ha sido identificado como
un objetivo directo de miR-155 en células B (26).

Otro estudio ha demostrado que miR-181 estd involucrado en la regulacién de la
diferenciacién del linaje hematopoyético y se ha descrito que varios miARNs regulan la
diferenciacién de las células B, incluyendo la familia miR-17-92 y miR-150. Durante la
diferenciacién de monocitos, se ha demostrado que la transcripcion de miR-424
aumenta y regula la traduccién del factor de transcripcion NFI-A involucrado en la
diferenciacién de monocitos/macréfagos. Ademas, se ha podido observar que el miR-
146 es inducido en macrdfagos por varios componentes microbianos y citoquinas pro-
inflamatorias. Por otra parte, también se ha descrito que el miR-223, en células
precursoras del linaje mieloide, esta involucrado en la regulacién de la diferenciacién y
activacion de granulocitos durante el proceso de inflamacion. El papel de los miARNs en
la regulacién de cada tipo de célula parece ser importante en la modulacidn del sistema
inmunitario lo que sugiere que pueden ser potencialmente utilizados en terapias
inmunolédgicas (27).
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E.7.4. Enfermedades del desarrollo neuronal

Los miARNs son altamente expresados en cerebros, tanto humanos como de otros
mamiferos en comparacion con la expresion observada en otros drganos. Los resultados
de los experimentos de secuenciacion de alto rendimiento indican que el nimero de
miARNs expresados en el cerebro humano conocidos en la actualidad es de
aproximadamente 550 aunque se estima que el nimero total real podria ser superior a
1000 en la especie humana.

La expresion de los miARNs en el cerebro cambia durante las diferentes etapas de su
desarrollo, por lo tanto, algunos miARNs se expresan mds abundantemente durante el
desarrollo temprano en el cerebro de los mamiferos, y otros se expresan mas durante
el posterior. Los cambios en los niveles de expresion de miARNs en el cerebro durante
el desarrollo pueden representar sefiales bioquimicas para la determinacién del destino
celular, la apoptosis y/o la programacion de la divisidn celular.

Debido a que se sabe que los miARNs estan regulados dindmicamente en la
neurogénesis y el desarrollo cerebral, se cree que estos pequefios acidos nucleicos
también estan involucrados en el desarrollo neuronal y desempefian un papel
importante en la mediacion de la plasticidad neuronal. Uno de los principales rasgos
comunes que vinculan muchos de los trastornos del desarrollo neurolégico, por
ejemplo, la discapacidad intelectual, el autismo, el trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad (TDAH) y la epilepsia, es que el inicio de la enfermedad ocurre durante
los periodos de maduracion y desarrollo. Por lo tanto, es muy probable que los miARNs
contribuyan significativamente a la patogénesis de los trastornos del desarrollo
neurolégico a nivel molecular.

Se ha descubierto que los miARNSs juegan un papel importante en algunas enfermedades
como en los sindromes de Rett, Down, del cromosoma X fragil, la esquizofrenia, o la
enfermedad de Alzheimer (28).

E.7.5. Enfermedades Autoinmunes

Los resultados, obtenidos tanto in vitro (a partir de los cultivos celulares) como in vivo,
obtenidos de los estudios llevados a cabo en animales, indican que los miARNs tienen
un papel importante en la regulacién de las funciones inmunitarias normales y en la
prevencidon de la autoinmunidad. Lo que no esta claro aun es el mecanismo o
mecanismos precisos por los cuales la desregulacion de los miARN podria conducir a la
patogénesis en una enfermedad autoinmune. Estas pequeiias moléculas parecen jugar
un importante papel en el desarrollo de dos de las enfermedades autoinmunes mas
frecuentes, el lupus eritematoso sistémico (LES) y la Artritis Reumatoide (29).

E.7.6. Enfermedades hepaticas

El higado esta compuesto por muchos tipos de células y cada tipo de célula puede tener
una expresion de miARN distinto. En los ultimos afios, la mayor comprension de las
funciones de los miARNs en la fisiologia hepatica ha provocado el descubrimiento del
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papel de estos pequefios acidos nucleicos en las enfermedades hepaticas como en la
hepatitis viral o en las enfermedades poliquisticas hepatorrenales.

Existen estudios que sugieren que el virus de la hepatitis B (VHB) tiene la capacidad de
usar los miARNs de las células infectadas para regular su propia expresién génica.
También los miARNs de las células huésped pueden desempefiar un papel en la
regulacion de los genes virales. Recientemente se ha descubierto que el miARN-122
facilita la replicacién del virus de la hepatitis C (VHC) al atacar la regién no codificadora
del virus (30).

E.8. Perspectiva

Numerosas lineas de investigacion estan proporcionando evidencia de que los miARNs
desempeifian un papel fundamental en una variedad de procesos de desarrollo y
enfermedades, tal como se ha analizado en los apartados anteriores. Los miARNs, como
una clase especial de RNA no codificantes, pueden regular negativamente la
transcripcién de forma postranscripcional; por lo tanto, se predice que tendran un gran
potencial en el diagndstico y tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, en los ultimos
afios, varias técnicas como el silenciamiento especifico de algin determinado miARN, el
bloqueo anti-sentido y la modificacion de miARN se estan proponiendo para el
tratamiento terapéutico potencial de varios tipos de cancer. A medida que el papel de
los miARNSs se aclare y se establezca en cada enfermedad, seguramente veremos nuevos
métodos desarrollados para abordar el diagndstico y tratamiento de las principales
enfermedades humanas. Este nuevo conocimiento podria tener un papel importante en
el desarrollo de la medicina personalizada en un futuro préximo (31).
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F. PAPEL DE LOS microARNs EN LA DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular esta constantemente expuesto a fuerzas hemodinamicas (como el
estrés de cizallamiento que resulta de la presion circulatoria que ocasiona el flujo
sanguineo sobre la pared vascular) que estan involucradas en el mantenimiento de la
homeostasis vascular. Estas fuerzas fisicas, que regulan de manera importante el
fenotipo y la funcidn endotelial, son detectadas y traducidas por las células endoteliales
(CE) generando varias respuestas bioldgicas a través de un proceso complejo que implica
moléculas clave, como integrinas, proteinas G, proteinas quinasas y miARNs. Mediante
la integracién de los cambios hemodinamicos y otras sefales bioquimicas, las CE
controlan el tono y la permeabilidad vascular, la proliferacion de células musculares lisas
(CML), el trafico y la adherencia de leucocitos y la inflamacién y trombosis (32).

Nuevos estudios indican que algunos miARNs son sensibles al flujo vascular, conocidos
como mecano-miARNs, regulan la expresion de genes endoteliales, jugando un papel
importante en la angiogénesis, proliferacién y funcién de las CE, y, por tanto, en la
disfuncion endotelial. Varios miARNs, como miR126, miR-10a, miR-19a, miR-23b, miR-
21, miR-663, miR92a (y posiblemente otros miembros del grupo miR-17-92), miR-
143/145, miR-101, miR-712, miR-205, miR-155, 146a y miR-181b han sido identificados
como mecano-miARNs. Estos mecano-miARNs participan activamente en vias de
sefializacion claves involucradas en ciclos de las CE, inflamacidn, apoptosis y sefializacion
mediada por el NO. Entre todos estos mecano-miARNs, algunos tienen efectos anti-
aterogénicos mientras que otros tienen efectos pro-aterogénicos, vasoprotectores y
anti-inflamatorios mediante la inhibicion de la via NF-kB. Los mecano-miRs anti-
aterogénicos son: miR-10a, miR19a, miR-23b, miR-101 y miR-143/145. Estos miARNs
incrementan su expresidon cuando el flujo vascular es laminar y disminuyen cuando el
flujo vascular es turbulento. Por otro lado, los mecano-miARNs pro-aterogénicos son:
miARNs del grupo miR-17-92, miR-92a, miR-663, miR-712, y miR-205. Estos aumentan
su expresion en situaciones de flujo turbulento y gran estrés de cizallamiento y parecen
inducir disfuncién endotelial y respuestas pro-aterogénicas (33, 34).

Estudios recientes han demostrado que algunos miARNs como miR-146a y miR-181b
reducen la inflamacién endotelial. La liberacion de estos miARNs provoca una
disminucion en la expresion de varias quimiocinas, incluyendo CCL2, CCL5, CCL8 y CXCL9,
y reducen la adherencia de los monocitos a las CE. De este modo, las moléculas clave
implicadas en la regulacidon del tono vascular estdan reguladas por varios miARNs.
Ademads, hay varios mecano-miRs con un doble papel en la aterosclerosis, como miR-21,
miR-126 y miR-155. Esto demuestra que un solo miARN puede estar involucrado en
respuestas tanto anti- como pro-aterogénicas (35).

Ademads de su papel en la homeostasis vascular, también es conocido que las CE liberan
mediadores que modulan la funcién de las CML vasculares participando asi de manera
decisiva en la remodelacidn vascular. Se ha demostrado que el miR-143/145 derivado
del endotelio puede transferirse a las CML a través de vesiculas extracelulares, y esta
transferencia mediada por vesiculas previene la diferenciacion de las CML vasculares.
Curiosamente, las CML también pueden transferir miR-143 y miR-145 a las células
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endoteliales, reduciendo la proliferacion de las CE y por lo tanto modulando la

angiogénesis. (36)
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Figura 9. Papel de los miRNAs en el fenotipo y funciones de las células endoteliales, su papel en
la enfermedad vascular y sus dianas directas (37).

Con todo lo anteriormente descrito, a partir de este punto se analizara el papel del
miARN en los distintos factores que producen disfuncién endotelial.

F.1. MiARNs en la DE asociada a hipertension vascular

El factor de riesgo mds importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
prematuramente es la hipertension con un endotelio disfuncional provocado por la
activacion de las CE como resultado de su exposicién constante a una elevada PA
intramural. Por lo tanto, el aumento de la presioén arterial altera el fenotipo y la funcién
de las CEs. Las CEs disfuncionales participan en la patogenia de la hipertension de
distintas maneras: mediante la disminucién de la vasodilatacion, reduccién de la
biodisponibilidad de NO, liberacion de mediadores inflamatorios y pro-coagulantes, y la
angiogénesis defectuosa causando la rarefaccidon capilar. Varias investigaciones
recientes indican que la desregulacion de miARNs es un factor importante en el
desarrollo de la disfuncién endotelial debido a que alteran la expresidn y actividad de la
NOSe, la reparacién endotelial, la angiogénesis de la pared vascular, o la expresion de
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moléculas inflamatorias. También el aumento del estrés oxidativo genera disfuncién
endotelial. Se ha demostrado que las moléculas clave implicadas en la regulacién del
tono vascular son diana de varios miARNs (33).

En los ultimos afios, muchos estudios hablaban de que los cambios en niveles
plasmaticos de varios miARN, asi como la desregulacion de la expresion de miARNs en
el tejido, estan directamente vinculados a la enfermedad cardiovascular (ECV).
Recientemente, por ejemplo, Simionescu et al., han analizado miARNs en suero y HDL
obtenidos de pacientes con y sin hiperglucemia que sufren de sindrome coronario agudo
o angina estable. Sus resultados han revelado que los niveles de miR-223, miR-92a, miR-
486, miR-122, miR-125a y miR-146 eran superiores en los sueros de pacientes
hiperglucémicos con sindrome coronario agudo en comparacién con los sueros de
pacientes normoglucémicos que padecen sindrome coronario agudo. Ademas, miR-223
y miR-486 abundaban en HDL2, y miR-92a en HDL3. Curiosamente, estos niveles de
miARN son mayores en HDL de pacientes hiperglucémicos con sindrome coronario
agudo versus normoglucémicos, los resultados discriminan entre pacientes con
sindrome coronario agudo o con angina estable (38).

Por otro lado, miR-486 y miR-92a han sido asociados a enfermedad coronaria estable o
inestable. Se han encontrado niveles mas altos de miR-486, miR-92a y miR-122 en suero
de pacientes con enfermedad coronaria arterial. Otros cinco miARNs, miR-125a-5p, miR-
146a, miR-10a, miR-21 y miR-33a, se han detectado en la fraccién a de las lipoproteinas
del suero y también se ha encontrado miR-33a en la fraccién B. Es importante tener en
cuenta que los niveles circulantes de miR-125a-5p y miR-146a estan aumentados en
sueros de pacientes con hiperlipidemia y/o hiperglucemia. Ademas, niveles circulantes
de miARNs especificos de tejido cardiaco, incluyendo miR-1, miR-133a, miR-208a, miR-
208b, y miR-499, se encuentran elevados tanto en la enfermedad coronaria como en la
insuficiencia cardiaca, y es posible que se puedan usar como biomarcadores de la
severidad de lesion miocardica (38).

En un estudio prospectivo destinado a investigar la asociacion entre los miARNs
circulantes y la incidencia del infarto de miocardio, tres de diecinueve miARNs, que
fueron cuantificados en el plasma de 820 participantes, se relacionaron
significativamente con el infarto de miocardio: miR-126, el regulador principal de la
homeostasis endotelial y la integridad vascular mostré una asociacidn positiva, mientras
gue miR-223 y miR-197 presentan una asociacidn inversa con el riesgo de enfermedad.
Curiosamente, miR-223 es anti-angiogénico, previniendo la proliferacién de las células
endoteliales, al menos en parte a través de la B1 integrina. Cabe destacar que miR-223
se utiliza como biomarcador y diana terapéutica en la inflamacién, el cancer o la
obesidad. En una pequena cohorte de pacientes que han sufrido un infarto de
miocardio, el perfil temporal de los niveles circulantes de miR-1, miR-21, miR-29a, miR-
133a, y miR-208 han sido asociados con la remodelacién ventricular izquierda (39).

Por lo tanto, el sistema cardiovascular se considera muy sensible a los cambios en los
niveles de miARNs circulantes, en consecuencia, los miARNs podrian ser actores
importantes en la patogénesis de la disfuncion endotelial asociada a la hipertensién por
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modulacion de los componentes del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS),
liberacion endotelial de NO, produccién de ROS, asi como por la regulacién de
respuestas inflamatorias y angiogénicas de las células endoteliales (Figura 10).
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¥

High Blood t{ miRNAs levels
Pressure (cell/blood/tissue)

\ 4

## RAAS components H#NO release ¥ ROS production

Htinflammatory/angiogenic response

" ENDOTHELIAL DYSFUNCTION

Figura 10. Papel de los miARNs en la DE asociada a hipertension.
F.2. MiARNs y sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS)

El sistema RAAS juega un papel critico en el control de la presién arterial, en el balance
de liquidos y electrolitos, y en el control del tono vascular. La activacidon excesiva de
RAAS esta involucrada en la etiologia de la hipertensién, de hecho, el bloqueo
farmacoldgico de RAAS es una via importante para el tratamiento de la hipertensiéon y
de otros trastornos vasculares.

Numerosas evidencias indican que los miARNSs interactlan con los componentes RAAS,
participando en procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos, actuando tanto como
mediadores o como objetivos de los inhibidores de RAAS. Un estudio de Marques et al.
demostré que miR-181a-5p se une al 3'UTR del ARNm de la renina, reduciendo su
expresion génica, y una mayor expresion del ARNm de la renina en individuos
hipertensos se acompafa de una menor expresion renal de miR-181a-5p (40).

Ademas, se ha visto que la expresion de renina estd controlada por miR-663. La ECA
(Enzima Convertidora de la Angiotensina) ha sido identificada como un objetivo de miR-
145. Se ha visto que ECA esta regulada a la baja por una proteinquinasa a través de un
mecanismo que implica la fosforilacién de p53 lo que induce un aumento en la expresién
de miR-143/145. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de miR-145 puede
inhibir la remodelacion vascular patoldgica (41).
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Se ha descrito que la Angiotensina Il regula la expresion de miR-29b, miR-129-3p y miR-
212 a través de mecanismos dependientes de la activacién de Gaqg/11 y ERK1/2.
Asimismo, datos recientes sugieren que miR-132 y miR-212 estan involucrados en la
hipertensidn inducida por la Angiotensina Il. Es conocido que la Angiotensina Il regula
multiples aspectos de la funcidon de las CEs. Entre muchas otras funciones, la
Angiotensina Il induce la expresion de endotelina (ET-1), un factor clave de transcripcién
endotelial que esta involucrado en la regulaciéon de la inflamacidn endotelial,
angiogénesis, y remodelacion vascular (42).

Un estudio de Zhu et al., reveld un papel importante de miR-155 en la regulacion de la
Angiotensina Il y la sefalizacién de ET-1. Demostraron, en una linea celular constituida
por células endoteliales de la vena del cordéon umbilical humano (HUVEC) la alta
expresion de miR-155 y miR-221, y proporcionaron evidencia de que miR-155 interactua
con el receptor 1 de la angiotensina Il (AT1R), y que miR-155 y miR-221/222 son capaces
de interactuar con ET-1 (43).

Estudios recientes han permitido determinar que la sobreexpresion de miR-155 es capaz
de inhibir la expresion de la proteina AT1R (tanto a nivel de ARNm como de proteina) en
cardiomiocitos hipertroficos tratados con Angiotensina Il. Dado que el AT1R es un
importante factor para el desarrollo de hipertrofia cardiaca y vascular, es probable que
miR-155 pueda constituirse en una diana terapéutica para mejorar la condicién
hipertensiva mediante la modulacidn de la expresion de AT1R.
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Figura 11. Senalizacién por miARNs y modulacién especifica de algunos inhibidores de RAAS (44).
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Aunque los hallazgos anteriores sugieren que miR-155 tiene un papel protector en la
funcién de las CE, otros investigadores sostienen que miR-155 se dirige a la region 3’
UTR de NOSe en las células HUVEC, sugiriendo que esto puede promover disfuncién de
las CE. Por lo tanto, la disminucién de la expresién de miR-155 condiciona un aumento
la expresién de NOSe y la produccién de NO en CEs (45).

Cabe destacar que existen miARNs que modulan la sefializacién de ACE2, con efectos
favorables para el sistema cardiovascular lo que sugiere que la investigacién de estos
miARNs podria llevar a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para prevenir o tratar
la hipertension y las enfermedades vasculares relacionadas con la misma (46).

F.3. MiARNs como moduladores de la sintesis y liberacion de NO

El NO es un importante regulador de la vasodilataciéon y del flujo sanguineo y un
protector del sistema cardiovascular mediante su contribucién a una funcion endotelial
correcta. Ha sido demostrado por muchos estudios in vivo e in vitro que la liberacién de
NO puede ser modulada por diversos miARNs, y las complicaciones vasculares en la
hipertension se asocian, a menudo, con el deterioro endotelial causado por
desregulacién de los miARNSs. En la hipertension, las alteraciones del flujo modulan los
niveles de algunos miARNSs en las CEs. Como ejemplo a este respecto, un estudio mostré
gue miR-122 contribuye a la disfuncidon endotelial en la hipertensién al disminuir el
metabolismo de la L-arginina y del NO. Es bien sabido que la L-arginina es el precursory
componente esencial para la sintesis de NO, que a su vez induce vasodilatacién, y la
activacion del gen SLC7A1 (Solute Carrier Family 7 Member 1), el cual codifica para el
transportador de L-arginina, controlando por tanto el metabolismo normal del NO.
Parece que el miR-122 se une al sitio 3'UTR de SLC7A1, y produce una diminucién de los
niveles de este transportador lo que posteriormente causa niveles mas bajos de NO y
disfuncién endotelial en pacientes hipertensos (47).

Otros dos miARNSs se han propuesto como biomarcadores de la disfuncién de las CEs en
la hipertensiéon: miR-182 como un nuevo actor en la interaccion entre CEs y
cardiomiocitos; y miR-155 como un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento del
dano endotelial y mejoria de la disfuncién durante la progresion de la ECV.

Especificamente, se ha demostrado que el aumento de la expresion de miR-182 induce
la activacion de la ruta Akt/mTORC lo que lleva a la disfuncién endotelial al disminuir la
liberacion de NO. El aumento de la expresidn de miR-155 esta inversamente relacionado
con la expresién de NOSe vy la liberacién de NO lo que lo sefala como un factor crucial
inhibidor de la vasorrelajacién dependiente del endotelio, por tanto, es probable que
este miARN participe en la patogenia de la hipertensién. MiR-155 se une al extremo 3'
de su ARNm objetivo para controlar la expresién de NOSe, contribuyendo asi a la
biodisponibilidad de NO responsable de mantener la homeostasis. En consecuencia,
miR-155 puede considerarse como un factor pro-inflamatorio, ya que el NO tiene
propiedades anti-inflamatorias, inhibiendo la adhesién de leucocitos y previniendo, de
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esta manera, la inflamacion vascular y la vasodilatacion deteriorada en la hipertension
(48).

Otro mediador de la regulacion de la liberacion de NO es miR-221/222 que parece ser
responsable de reducir la secrecidn de NO y disminuir la expresién de ARNm de NOS3
en CEs. El grupo miR-221/222 también participa en el mantenimiento de la integridad
endotelial. Varios estudios evidenciaron los efectos reguladores negativos de miARN-
221/222 en varios genes clave. Cabe destacar que el grupo miR-221/222 suprime la
produccién por parte del endotelio de metaloproteinasas de matriz (MMP), varios
moduladores de adhesién clave, como ICAM-1 (molécula de adhesidn intercelular-1),
VCAM-1 (molécula de adhesion de células vasculares-1), integrina-B3 y eNOS,
promoviendo la DE. Ademads, la expresidén vascular aumentada de miR-221/222, en
estadios aterogénicos tempranos provoca la apoptosis de CEs y disfunciéon endotelial
(49).

Adicionalmente, se ha descrito que cuando se tratan las células HUVEC con atorvastatina
se producia una disminucién de la expresion de miR-221 y miR-222, mientras que con
simvastatina y ezetimibe se reducia solo la expresién de miR-221. Dado que las estatinas
llevaron a la disminucidn de la expresidén de miR-221/222, estas han sido consideradas
como responsables del aumento de los niveles de ARNm de NOS3. Estos resultados
aportan nuevos datos sobre la contribucién del complejo miR-221/222 ala liberacién de
NO mediada estatinas. Ademas, los autores concluyen que, aunque ezetimibe no ha
modulado los niveles de NO y la expresiéon de NOS3, la regulacién a la baja de miR-221
podria implicar potenciales efectos sobre la funcion endotelial. Por otra parte, no se ha
observado ningun cambio en la expresién de miR-1303 después de los tratamientos con
estos tres medicamentos para bajar el colesterol: atorvastatina simvastatina
(inhibidores de la sintesis de colesterol) y ezetimiba (inhibidor de la absorciéon de
colesterol) (50).

F.4. MiARNs como controladores del estrés oxidativo

El estrés oxidativo juega un papel crucial en la ECV, como la hipertensién, la insuficiencia
cardiaca, hipertrofia cardiaca y aterosclerosis. En la remodelacién vascular que se
produce en la hipertension, el estrés oxidativo se ha asociado con varios aspectos como
la disfuncién endotelial, la inflamacién, la migracidon celular, la apoptosis, y la
angiogénesis. Niveles elevados de ROS dafan tanto transcripcional como
postraduccionalmente las CEs vasculares y también inducen cambios en el ADN
mitocondrial y la biogénesis. En consecuencia, se produce un dafno global de las defensas
anti-oxidantes del organismo.

En la biogénesis de miARN, Dicer escinde precursores de miARN generando duplex
cortos de miARN de doble cadena. La cadena inactiva o cadena portadora llamada
miARN* (miARN estrella) o cadena de pasajeros, que generalmente se degrada, parece
estar estabilizada selectivamente por el estrés oxidativo. En macréfagos, la ruta NF-kB
estd modulada por varios miARNs sensibles al estrés oxidativo: miR-27a, miR-27b, miR-
29b, miR-24 y miR-21, que afectan a las funciones celulares. Ademas, se han encontrado
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muchos miARNs que juegan un papel clave en la regulacién de las respuestas frente al
estrés oxidativo en numerosas enfermedades vasculares. Sin embargo, por el momento,
no existen demasiados estudios que relacionen a los miARNs con el estrés oxidativo en
la DE asociada a hipertensién. Recientemente se ha demostrado que miR-1 interacciona
con proteinas relacionadas con reacciones redox: superdxido de Cu/Zn dismutasa
(SOD1), glutamato-cisteina ligasa (Gclc), y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), y
postranscripcionalmente reprime la expresion de estos genes anti-oxidantes, ya que
tienen potenciales zonas complementarias a los sitios 3'UTR de estos genes (51).

Queda demostrado que los niveles de miR-1 producen alteraciones en la expresién de
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, que podrian contribuir a la disfuncion
cardiaca y vascular. Ademas, se han detectado niveles elevados de miR-1 en ratones que
sufren problemas cardiacos, de acuerdo con esta idea, otro estudio ha demostrado que
la funcidn cardiaca de los ratones se reduce significativamente cuando miR-1 esta
sobreexpresado. En pacientes con enfermedad coronaria asociada al estrés oxidativo,
se ha visto que los niveles de miR-1 estan incrementados. Ademas, el tratamiento anti-
oxidante controla los niveles de oxidante/anti-oxidante, que puede directamente
regular varios niveles de miARN, especialmente miR-1 (51).
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Figura 12. Relacidn entre miR-200 y sirtuina (52).

El miR-1 junto con otros miARNs como miR-499, miR-133a, y miR-133b, parece
desequilibrar la relacién entre oxidantes y anti-oxidantes en el miocardio en la
miocardiopatia diabética. De acuerdo con estos hallazgos, miR-200c, miR-200a y miR-
141 son los principales efectores del estrés oxidativo induciendo respuestas bioldgicas
en CEs (53).
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El mecanismo de accion de miR-200c, miR-200a, y miR-141 tiene como objetivo p38a
MAPK, una molécula de sefializacion que contribuye a la regulacién de las respuestas
celulares al estrés, asi como al control de la proliferacién y supervivencia de muchos
tipos de células.

Cabe destacar que el estrés oxidativo regula un grupo de miARNs dirigidos al sitio 3'UTR
de regulacion de informacién de tipo de apareamiento silencioso 2 (sirtuin 1 o SIRT1) de
ARNmM homoélogo. Existen miARNs que tienen como diana directa SIRT1 y miARNs que
lo regulan indirectamente. Los miARNs reguladores de SIRT1 parecen estar involucrados
en el desarrollo de la aterosclerosis. Por ejemplo, miR-217 participa en las enfermedades
vasculares, principalmente en aterosclerosis y aneurisma adrtico abdominal, y se ha
correlacionado negativamente con la expresidén de SIRT1 en placas ateroscleréticas en
humanos, con el estado de acetilacidon del promotor de FOXO1 (Forkhead box protein
01), y también con la expresiéon de NOSe (54).

Muchas investigaciones han demostrado una correlacién positiva entre Los niveles de
miR-21 circulantes y la presion arterial en pacientes hipertensos. De todos modos, un
estudio muy reciente con ratones ha observado una reduccién significativa de la presiéon
arterial y la hipertrofia cardiaca cuando se activa miR-21. Este trabajo describe una
funcién positiva de miR-21 en la traduccién mitocondrial, lo cual es suficiente para
disminuir la presién arterial y mejorar la hipertrofia cardiaca en estos ratones. Una
posible explicacion propuesta por los autores del estudio es que la induccion de miR-21
inhibe la formaciéon de ROS en la mitocondria y forma parte de un complejo sistema
compensatorio. Nuevamente estos datos nos llevan a pensar que el descubrimiento de
nuevas terapias basadas en miARN podrian ayudar en el futuro a los pacientes
hipertensos (55).

F.5. MiARNs en la inflamacién vascular

Dado que la inflamacién contribuye activamente al desarrollo de diferentes
enfermedades vasculares, es de vital importancia conocer y comprender el mecanismo
de accién de los marcadores inflamatorios y como son regulados por otros factores. La
inflamacidn es iniciada por el estrés oxidativo a través de la activacion de factores de
transcripcidon como NF-kB.

En estudios sobre hipertensién in vivo, se ha visto que niveles elevados de PCR se
correlacionan con la intensidad del estrés oxidativo dentro de las células inflamatorias.
La inflamaciéon genera la disfuncién del endotelio favoreciendo, por tanto, la
hipertensién. Todo proceso inflamatorio persiste hasta que se eliminan los patégenos y
el tejido estd completamente reparado, ademas, la persistencia de la inflamacion puede
causar sobreproduccién de ROS. En Algunas enfermedades inflamatorias crénicas, los
estimulos inflamatorios inducen la expresién anormal de miARNs (56).

En 2008, Harris et al., investigaron la participacién de miARNs en la activacion de la CEy
la disfuncién endotelial. Demostraron que miR-126 disminuye la expresiéon de VCAM-1
en CEs mediante la unién a su 3 'UTR, y por lo tanto se reducian las interacciones
leucocito-CE en respuesta a TNF-a. La expresion de miR-126 estda mediada, en parte, por
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los factores de secuencia especifica de transformacion E26 (Ets), Ets-1 y Ets-2, con papel
en la regulacion de la diferenciacién de las CEs y la inflamacidn vascular (57,58).

Se ha demostrado que en pacientes jévenes que han sufrido un ACV o padezcan una
enfermedad arterial coronaria los niveles circulantes de miR-126 son mds bajos. Ademas
de éste, se han descubierto varios miARNs especificos que ante determinados estimulos
fisiopatoldgicos regulan la funcién de las CEs y la inflamacion vascular: miR-17-3p, miR-
31, miR-181b, miR-146, miR-10a y miR-92a. En cuanto a miR-17-3p, se une
especificamente a los 3 'UTRs de ICAM-1, mientras que miR-31 se une a la E-selectina.
Estos miRs regulan la activacién de las CEs inducida por la citoquina TNF-a, un efecto
que inhibe posteriormente la adhesion de leucocitos a CEs activadas (59)

Otros estudios tanto in vitro como in vivo demostraron que la sobreexpresion de miR-
181b inhibe la expresién de la Importina-a3 y e induce la expresion del conjunto de
genes de respuesta a NF-kB tales como VCAM-1 y E-selectina en las CEs. Mas
recientemente, Cheng et al., reveld que las citoquinas pro-inflamatorias reducen la
expresion de miR-146a y miR-146b en CE. Como consecuencia, la sobreexpresion de
miR-146a y miR-146b mejoran la activacién endotelial por la inhibicion de NF-kB y de las
vias de las MAP Quinasas después de unirse directamente a la regién UTR 3 'del factor 6
asociado al receptor de TNF (TRAF6) y HuR. TRAF6 y HuR son proteinas de unién a ARN
que ejercen efecto inhibidor sobre la activacion de NF-kB y la expresion de NOSe,
respectivamente. Asi, miR-146 es considerado un componente fundamental de un
sistema de retroalimentacién negativo que controla la activacién y disfuncién endotelial
(33,60).

Otro importante estudio descubrié que el “Shear stress” regula las expresiones de miR-
10a y miR-92a. MiR-10a reduce la activacién de NF-kB al dirigirse a la regién 3'UTR de
MAPK-7 y el gen que contiene la repeticidon de la transductina B (BTRC), mientras que
miR-92a estd involucrado en la regulacion de la activacidon del endotelio dirigida a los
factores de transcripcion KLF2 y KLF4 9. De acuerdo con estos datos, existe una relacién
inversa entre la expresion de miR-10a y de miR-92a y la expresién de NF-kB, KLF2, KLF4
en zonas aterogénicas del arco adrtico respecto a la aorta toracica en porcinos (61)

Otra evidencia que se ha descubierto in vivo es que el miR-21 tiene un efecto positivo
en procesos de hipertension y aterosclerosis. Asi, en su estudio, Zhang et al.,
demostraron que la presidn arterial diastdlica se incrementaba y la acetilcolina inducida
por endotelio dependiente de la relajacién de la aorta se reducia ante la presencia de
miR-21 en ratones “inactivados”. También la deficiencia de miR-21 provocaba la
disminucion del contenido de elastina y mejoraba el grosor de la pared intima-media de
la aorta tordcica. Se ha establecido que la eliminacion de miR-21 aumenta las
expresiones de Smad7, CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo), MMP-2, y
MMP-10, y disminuye las expresiones de Smad2, Smad5 y del inhibidor tisular de MMP-
4. Los datos de este interesante estudio revelan que el miR-21 endotelial puede jugar
un papel decisivo en la remodelacién vascular mediante la regulacion de la sefializacién
del factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1). Ademas, miR-125a-5p y miR-125b-
5p también tienen han demostrado disminuir en ratones con hipertensién, como
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consecuencia del aumento de la expresion de ET-1 (conocida como un potente péptido
vasoconstrictor que favorece la inflamacién endotelial y la aterosclerosis). Ademas, miR-
155y miR-221/222 interaccionan con Ets-1, lo cual provoca la reduccidon de la expresion
de VCAM-1, MCP-1 y FLT-1 (Fms-like tirosina quinasa 1) y por consiguiente una
disminucion de las interacciones leucocito-CE y migracidn de las CEs. Recientemente se
ha dado a conocer que la familia que esta regulada al alza por el flujo turbulento se dirige
al inhibidor tisular de MMP-3 aumentando la permeabilidad vascular y contribuyendo a
la inflamacidn endotelial 33,61).

Otro estudio demostrd que niveles elevados de IL-6 llevan a la reduccion de la expresion
de BMPR2 (receptor proteico morfogenético éseo tipo Il) en la hipertensién arterial
pulmonar idiopatica a través de la activacion del grupo miR-17/92. De acuerdo con estos
datos, se ha analizado la expresion de miR-663 en células HUVEC expuestas a
fosfolipidos oxidados pro-aterogénicos. El aumento en la expresion de miR-663 se ha
correlacionado con la estimulacién de VEGF y activacion de la transcripcion activa del
factor 4 (ATF4). Es ampliamente conocido que las citoquinas pro-inflamatorias como IL-
17, IL-6 y VEGF contribuyen al desarrollo de la hipertensién, probablemente por alterar
la presién arterial y provocar daio tisular.

Mas recientemente aun, estudios in vivo mostraron que miR-637 tiene efecto anti-
inflamatorio al reducir los niveles circulantes de la proteina C reactiva (PCR). Desde que
se demostrd que los miARNSs tienen un papel clave en la regulacidn postranscripcional,
principalmente actuando como represores, se han descrito varias dianas de mir-637
como osterix y COL4A1 (colageno tipo IV alfa 1). Es posible que miR-637 regule otras vias
inflamatorias con el fin de disminuir los niveles de PCR en otras situaciones patoldgicas
como en la hipertensién (62,63).

Finalmente, todos estos datos sugieren que los miARNs pueden ser importantes
reguladores de la funcién vascular en enfermedades en humanos, en particular en la
hipertensidn, y al mismo tiempo pueden ser objetivos reales de tratamiento.

F.6. MiARNs en la angiogénesis vascular

La respuesta angiogénica a menudo estd regulada por miARNs, pero su induccién
también puede estar controlada por factores pro-angiogénicos, tales como VEGF y bFGF
(factor basico de crecimiento de fibroblastos). En las CEs, Dicer, la endonucleasa
responsable de la generaciéon de miARNs, tiene un papel importante en la angiogénesis.
Se ha comprobado que la disminuciéon de los miARNs endoteliales por inactivacién de
Dicer provoca la disminucidn de la respuesta angiogénica postnatal a diferentes
estimulos, incluyendo VEGF exdgeno, cicatrizacion de heridas, isquemia de
extremidades y tumores.

La regulacién génica postranscripcional por miARNs es fundamental tanto en la
homeostasis como en la enfermedad, asi como en muchos aspectos del crecimiento.
Estas demostrado que los miARNSs regulan la formacion de nuevos vasos sanguineos en
enfermedades como el cancer y en las complicaciones de otras como la hipertensién.
Curiosamente, la angiogénesis postnatal esta regulada por miARNs endoteliales, y VEGF
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induce la expresion de los miARNs implicados en el control de la respuesta angiogénica.
Son varios los miARNs especificos involucrados en la angiogénesis que se han
identificado recientemente. Estudios in vivo demuestran que miR-329 inhibe la
expresion de CD146 en los vasos sanguineos y atenua la neovascularizacién (64).
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Figura 13. Compilacion de los miRs capaces de promover o inhibir la angiogénesis (65).

También la regulacion positiva dependiente de la hipoxia llevada a cabo por miR-24
modera la densidad capilar inhibiendo la expresién de GATA2 (un factor de transcripcién
especificamente expresado en el endotelio) y PAK4 (una quinasa activada por p21) en
las CEs. La sobreexpresiéon de miR-217 en CEs jovenes induce una angiogénesis
deficiente y la inhibicién de miR-217 mientras que en CEs antiguas provoca un aumento
de la angiogénesis (66).

En HUVECs, CEs de aorta humana y CEs de arteria coronaria humana, miR-217 es capaz
de inducir un fenotipo prematuro de senescencia y conduce a la alteracién de la
angiogénesis mediante la inhibicidn de SIRT1 y modulacion de la acetilacion de FoxO1y
NOSe. La disminuciéon de la angiogénesis dentro de los microvasos (denominada
rarefaccidn) genera la lesion en los drganos diana, se trata de un proceso que conlleva
una gran patogenia y es muy frecuente que aparezca como complicacion de la
hipertension. Recientemente, otro estudio in vivo ha demostrado que, en el ventriculo
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derecho, la sobreexpresion de miR-126 mejora la densidad de los microvasos en la
Hipertension Arterial Pulmonar (67).

Se ha demostrado que la regulacion a la baja de miR-126 aumenta moléculas
relacionadas con la proteina Sprouty (Proteina involucrada en el desarrollo vy
sefializacion celular), proteina 1 que contiene el dominio EVH1 (Spread-1) y la subunidad
reguladora 2 de fosfoinositol-quinasa 3 (PI3KR2), inactivando RAF y MAPK e inhibiendo
la via VEGF. Ademas, se ha encontrado que la induccién de miR-182 juega un papel
importante en la respuesta hipertréfica inducida por la angiogénesis a través de la
regulacion negativa de Bcat2 (aminoacido de cadena ramificada transaminasa 2), Adcy6
(adenilato ciclasa 6), y FoxO3 (68).

El ejercicio fisico promueve la revascularizacion periférica en la hipertension mediante
la regulacién de varios miARNs. Por esto es importante conocer la relacidn entre el
deporte y los miARNs para entender como el ejercicio fisico modula el sistema
cardiovascular a nivel génico. La rarefaccién capilar amplifica la disfuncién vascular en
la hipertensién y dos de los miARNs mds frecuentes, miR-16 y miR-21, ven sus niveles
aumentados en esta enfermedad, mientras que sus dianas: VEGF y Bcl-2 estdn
reducidos. Ademas, se ha visto mediante estudios experimentales que el entrenamiento
fisico provoca la disminucién de la expresiéon de miR-16 y de miR-21 y aumenta la de
miR-126, en relacidn con la revascularizacion en la hipertension (69).

Se ha demostrado que el entrenamiento aerdbico induce un aumento de la expresion
de miR-126, relacionada con la angiogénesis cardiaca inducida por el ejercicio, por
regulacién indirecta de la via VEGF y por regulacién directa de sus dianas que convergian
en una activacion de vias angiogénicas, como MAPK y PI3K / Akt / eNOS. Los niveles de
miR-126 y miR-9 estdn significativamente disminuidos en pacientes hipertensos. Por
otra parte, las mediciones ecocardiograficas mostraron que el indice de masa del
ventriculo izquierdo parece tener una correlacidon positiva con miR-9. Estos hallazgos
han sido comparados con los obtenidos en estudios con animales que indican que miR-
9 es un regulador negativo de la hipertrofia cardiaca. El miR-9 suprime la expresién de
miocardina, que es un mediador posterior del factor nuclear de las células T activadas
c3 (NFATc3) en la cascada hipertrdfica. Ademas, se ha descubierto que los niveles de
miR-126 y miR-9 pueden relacionarse positivamente con la presién de pulso media
durante 24 hy que puede predecir la lesidn de érgano diana en la hipertension. Ademas,
se ha demostrado que se produce un aumento de la expresién de miR-505 en el paciente
hipertenso. El objetivo directo de miR-505 es el factor de crecimiento de fibroblastos 18
(FGF18), un factor pro-angiogénico responsable de los efectos anti-angiogénicos de miR-
505 (70, 71).

Estos prometedores estudios sugieren que el ajuste de la expresiéon y funcién de
multitud de miARNs, mediante diferentes enfoques, pueden ser clave en la respuesta
angiogénica en la hipertensién. Asi, un nuevo método para el tratamiento de trastornos
asociados con una angiogénesis patolédgica, como sucede en la hipertension, podria
estar basada en el antagonismo de los miARNs claves.
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F.7. Los MiARNs como mediador en la comunicacion intercelular

Existen importantes estudios que demuestran que los miARNs estan presentes tanto en
el espacio intracelular como en el extracelular, incluyendo plasma/suero, saliva y orina.
Muchos miARNs circulantes en la sangre han sido identificados como biomarcadores
para varios canceres, ECV, lesidon cerebral y lesidn hepatica. Estos miARNs detectados en
la sangre, conocidos como “miARNs circulantes”, pueden originarse a partir de células
senescentes, como los cardiomiocitos necréticos después de un infarto de miocardio, o
pueden ser liberados activamente por las células vivas, actuando como factores
paracrinos. Actualmente aln no esta completamente elucidado el mecanismo por el
cual las células liberan miARNs al espacio extracelular. Es posible que algunos de los
miARNs que transmiten Informacion especifica para ser exportada o liberada estén
mediados por estimulos bioldgicos. De esta manera, los miARNSs llevan a cabo funciones
fuera de la célula, formando parte de la comunicacién intercelular (72).

El origen de los miARN circulantes aun no se conoce bien. Se cree que la mayoria de los
miARNs proceden de células sanguineas, y de érganos como el corazén, pulmén, higado
y rifidn. Los miARNs se asocian a vesiculas extracelulares (exosomas, microvesiculas
(MV) o microparticulas (MPs) y cuerpos apoptéticos, proteinas (AGO2) o a complejos de
lipoproteinas (LDL, HDL) con el fin de protegerse contra la degradacién de la ARNasa
plasmatica.

Los miARNs circulantes, previamente empaquetados en asociacién con diferentes
moléculas, son posteriormente transferidos a las células receptoras modificando su
funcién. No todos los miARNs estdn cargados en vesiculas extracelulares o complejos de
lipoproteinas, si no que algunos de ellos se mantienen dentro de la célula. El paso clave
de la comunicacién intercelular es la exportacion selectiva de un miARN preciso desde
la célula donante a la receptora. El proceso de clasificacién y exportacion de miARNs es
dependiente de ATP y responde a condiciones extracelulares. La exportacidon exosomal
de miARNs podria depender de la via de la ceramida y esta vinculada directamente con
los niveles de miARN intracelular. Ademas, el embalaje de miARN con su transportador
especifico puede estar condicionado por la enfermedad (73).

Se ha comprobado que los niveles de miARNs en microparticulas derivadas de plaquetas
(PMPs) aisladas de sangre de pacientes con enfermedades crénicas como en la
enfermedad coronaria o en el sindrome coronario agudo y los de los sujetos sanos son
significativamente diferentes. Ademds, muchos estudios han concluido que los miARNs
funcionales son transferidos por MVs a las células receptoras mediando en la
comunicacion célula-célula. La comunicacidn se facilita principalmente por el transporte
intravesicular y extravesicular y en ocasiones por comunicacion de miARNs por uniones
GAP. Recientemente se ha descrito que en comparacion con el transporte intercelular
de miARN dependiente de MV (~0.7%), el Porcentaje de transporte intercelular de
miARNSs por uniones GAP es mucho mayor (74,75).

Se ha establecido el papel de miARNs tanto en comunicacidn local como sistémica,
especialmente en el caso de adipocitos y células tumorales. Perfiles de miARNs

34



circulantes especificos se han descubierto en plasma de sujetos obesos, sugiriendo que
algunos de estos miARNs pueden modular la respuesta metabdlica sistémica. Mas
importante aun, con respecto al papel de los miARNs en la comunicacién local, los
estudios mas recientes han revelado que las MVs derivadas de adipocitos contienen
miARNSs que son transportados en macréfagos.

Ademas, ha sido demostrado que los miARNs secretados por este tipo de MV pueden
dirigirse hacia las células vecinas y realizan funciones reguladoras en ellas. Muchos
miARNs juegan un papel importante en la regulacién de la inflamacion en el tejido
adiposo. De hecho, simulando un estado inflamatorio mediante el tratamiento con
lipopolisacdridos, se ve un patrén de expresién de miARNSs alterado tanto en adipocitos
como en macréfagos, en comparacién con las condiciones basales. Los autores
concluyen que conociendo los perfiles de miARN asociados con diferentes vias de
activacion de adipocitos y macréfagos se podria proporcionar un nuevo espectro de
biomarcadores y nuevos enfoques terapéuticos para disminuir la infiltracién de
macrofagos en el tejido adiposo de pacientes obesos y por consiguiente el estado
inflamatorio asociado a la obesidad. Por ejemplo, variaciones que involucran a miR-
221/222 y miR-155 pueden participar en la interrelaciéon entre la inflamacion, la
resistencia a la insulina y otras morbilidades asociadas a la obesidad. Ademads, en
muestras de tejido adiposo de sujetos obesos moérbidos obtenidas antes y después de la
cirugia bariatrica, revelaron una reduccién de la expresion de estos miARNs después de
la pérdida de peso inducida por la cirugia, junto con la posterior mejora metabdlica y
disminucion de la inflamacion (76).
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Figura 14. Resumen final de los miARNs descubiertos hasta la fecha involucrados en la DE,
explicando su diana y el papel que desempefia cada uno (26).
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G. CONCLUSIONES

Conocer el papel del endotelio en el control de la funcion vascular, la inflamacién, la
trombosis y la proliferacidon celular es esencial, ya que es evidente que la disfuncion de
las células endoteliales implica la alteracion de estas funciones. Existe una creciente
evidencia en relacién con la asociacion entre disfuncidon endotelial y los miARNs, pero
muchos de los mecanismos moleculares subyacentes son aun desconocidos. La idea de
que los miARNs son reguladores criticos de la expresion génica puede ser una nueva
esperanza para comprender la relacién entre miARNs y enfermedad. En particular, los
miARNs son importantes reguladores de la funcidn vascular y la hipertensién, sirviendo,
asi como marcadores de diagndstico, progresion y posibles dianas terapéuticas. El
conocimiento de los miARNs por parte de la biologia aun dista de estar completo, y la
identificacidon de genes diana especificos de cada miARN en cada tipo de célula y 6rgano
sigue siendo un gran desafio para entender el papel de estas pequefias moléculas. El
hecho de que determinados miARNs interactien con componentes de la via de
regulacion RAAS de manera especifica, intervengan en la liberacion de NO y en la
produccién de ROS, tengan un papel esencial en la respuesta inflamatoria, en la
angiogénesis y en el control de la presién arterial e hipertensién, representa un hito
importante en la investigacion de la disfuncidn endotelial. En esta revision hemos
tratado de recopilar el conocimiento actual con el fin de comprender el papel principal
de los miARNs en el control de la funcion de las células endoteliales y su participacidon
en la regulacién precisa de vias celulares como respuesta a diferentes estimulos
fisiopatoldgicos.

Por todo ello, es necesario que se siga investigando acerca de los mecanismos e
interacciones precisas acerca de la implicacion de los miARNs en el desarrollo y
progresién de enfermedades, para, en un futuro, poder desarrollar terapias basadas en
estos pequenos acidos ribonucleicos, ya no solo teniendo como objetivo la disfuncién
endotelial y las enfermedades cardiovasculares, si no muchos otros tipos de patologias,
pudiendo aportar un nuevo abordaje terapéutico en el diagndstico, prondstico,
seguimiento y tratamiento de enfermedades que actualmente no cuenten con
tratamientos suficientemente eficaces o que, incluso, no tengan tratamiento.
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