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Resumen

Objetivos: El objetivo de la revision es recoger la evidencia actual disponible sobre la relacion
fisiopatologica, diagndstica y terapéutica de los microRNAs con la insuficiencia cardiaca.

Metodologia: Se han utilizado 94 articulos obtenidos de bases de datos cientificas como PubMed
y ScienceDirect, recopilando la bibliografia mediante la plataforma Mendeley. Se ha organizado la
informacién obtenida en diferentes tablas que contienen la interaccion de los microRNAs con las
diferentes causas de insuficiencia cardiaca aqui tratadas.

Contenido: Los microRNAs (miRNAs o miRs) son moléculas de RNA no codificante de cadena
simple, formados por entre 17-25 nucleétidos. Estos regulan la actividad de proteinas, actuando
sobre la traduccién o sintesis proteica. La insuficiencia cardiaca es una enfermedad con una
elevada incidencia y una importante mortalidad, asi como con causas potencialmente corregibles.
Se han seleccionado cinco causas de insuficiencia cardiaca (hipertrofia miocérdica, hipertension
arterial, isquemia miocéardica, fibrilacién auricular y miocardiopatia diabética), explicandose su
fisiopatologia y como se relaciona con los respectivos microRNAs. Se exploran las diferentes
perspectivas futuras diagnosticas y terapéuticas de los microRNAs. Existen diferentes técnicas de
deteccion de microRNAs y de RNA mensajero diana basadas en nuevas técnicas de secuenciacion
(-6micas), gracias a las cuales se han conseguido crear bibliotecas de microRNAs de libre acceso:
miRBase, Rfam o miRGen. Cabe destacar una nueva linea terapéutica consistente en la
regeneracion miocardica.

Conclusiones: Se han estimado los microRNAs mas sensibles para diagnosticar insuficiencia
cardiaca, asi como los mas especificos.

Palabras clave: insuficiencia cardiaca, microRNA, miRNA, hipertrofia cardiaca, hipertension, infarto
miocardico, ateroesclerosis, fibrilacién auricular, miocardiopatia diabética, dmicas, regeneracion
miocardica.



Abstract

Aims: To recollect the available state of art about pathophysiology, diagnostics and therapeutics of
microRNAs in heart disease.

Methods: It has been chosen 94 scientific articles from databases such as PubMed or
ScienceDirect organizing the bibliography through Mendeley platform. It has been lined up the
information acquired in diverse tables which contains microRNAs interactions with the different heart
disease causes that have been handled here.

Content: MicroRNAs (miRNAs o miRs) are small non-coding RNAs (17-25 nucleotides in length)
that control gene expression by promoting degradation or repressing translation of target mRNAs.
Heart disease has high impact and mortality, as well as potentially rectifiable etiology. It has been
chosen five causes of heart disease (myocardial hypertrophy, arterial hypertension, myocardial
infarction, atrial fibrillation and diabetic myocardiopathy), having an explanation of their
pathophysiology and how is it related to each microRNA. It has been explored different new insights
on microRNA diagnostics and therapeutics. There are different microRNA detection technologies
and also methods to identify miRNA targets based on new computational technologies (-omics),
thanks to whom it has been possible to create free microRNA libraries such as miRBase, Rfam or
miRGen. It should be pointed out a new therapeutic line consisting of myocardial regeneration.

Conclusions: It has been estimated the most sensitive and the most specific microRNA in heart
disease diagnostic.

Key words: heart failure, microRNA, miRNA, cardiac hypertrophy, hypertension, myocardial
infarction, atherosclerosis, atrial fibrillation, diabetic myocardiopathy, omics, cardiac regeneration.



1. Introduccion

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad cuya incidencia sigue en aumento. Debido a
que presenta una mortalidad elevada y causas potencialmente corregibles, se decide hacer una
revision bibliografica acerca de los microRNAs como nuevos marcadores diagnosticos, pronésticos
y terapéuticos de insuficiencia cardiaca.

Los microRNAs (miRNAs o miRs) son moléculas de RNA no codificante de cadena simple,
formados por entre 17-25 nucledtidos. Estos regulan la actividad de proteinas, actuando sobre la
traduccion o sintesis proteica. Para una comprension completa de los miRNAs se ha considerado
oportuno insistir en la fisiologia y biologia molecular de los mismos, comparandola a su vez con los
procesos biomoleculares del RNA de interferencia.

Se han seleccionado varias causas de insuficiencia cardiaca (hipertrofia miocéardica,
hipertension arterial, isquemia miocérdica y fibrilacién auricular), basandose en patologias clasicas
que frecuentemente desembocan en fallo cardiaco. Asimismo, debido a la creciente incidencia de
obesidad y diabetes, se ha querido resaltar la miocardiopatia diabética como causa importante de
insuficiencia cardiaca. Se han revisado los diferentes microRNAs que se sobreexpresan o se
inactivan en dichas patologias, de modo que se podra estimar los microRNAs méas sensibles de
insuficiencia cardiaca y especificos de cada una de sus causas aqui tratadas.

Por ultimo, se explican las técnicas de alto rendimiento que permiten identificar los distintos
microRNAs y las diferentes regiones diana de RNA mensajero, asi como nuevas lineas de
investigacion terapéutica en la regeneracion miocardica a partir de miRNAs.

2. Fisiologia y Biologia molecular de los microRNA

Se ha visto que la mayoria del genoma es transcrito a RNAs. Sin embargo, solo el 1-2% del
genoma humano codifica para proteinas, dividiendo el mundo de los RNA en dos mitades: por un
lado los RNAs con potencial codificador y por otro, los RNAs no codificantes. Los RNAs no
codificante (ncRNA) se consideran moléculas versatiles que se encargan de orquestar la gran
mayoria de los procesos celulares. Ademas, se pueden dividir en dos clases en funcion del nimero
de nucledtidos que tengan: los RNA cortos no codificantes (SncRNA, con menos de 200
nucleotidos) y los RNA largos no codificantes (IncRNA, con més de 200 nucleétidos)(1).

Dentro de los sncRNA, los microRNAs (miRNAs o miRs) son los mas conocidos y
estudiados, formados por entre 17-25 nucleétidos. Son moléculas de RNA no codificante de cadena
simple, que controlan la expresion génica de animales, plantas y células eucariotas, que han
surgido como reguladores postranscripcionales de la expresion génica, controlando
aproximadamente el 60% de todos los genes codificantes de proteinas en mamiferos. Los miRNAs
participan en la regulacion de casi todo evento celular: desarrollo, diferenciacion, proliferacion y
apoptosis (2).



2.1. Biogénesis

Gracias a modelos genéticos como el nematodo Caenorhabditis elegans, se identificaron
pequefias moléculas de RNA no codificante y se cred el RNA de interferencia (RNAi). EI RNAi
forma parte de un método de silenciacién genética, cuyo descubrimiento en 1998 ha demostrado el
potencial clinico de pequefios RNAs sintéticos de interferencia (siRNA) o pequefias horquillas de
RNA (shRNAs). En la misma linea se han descubierto moléculas enddgenas (miRNAs) o exdgenas
(dsRNA, RNAs de cadena doble), que podrian activar determinados genes, formando parte del
método de activacion de RNA (RNAa)(3).

Se puede comparar el mecanismo molecular del RNAi (Figura 1) con el del miRNA, puesto
que sus componentes son similares. Se inicia con la introduccion de una doble cadena de RNA
(dsRNA) (A) que, mediante una enzima RNAsalll-like llamada Dicer, es procesada en un pequefio
RNA de interferencia (SiRNA) (B). Este siRNA es desenrollado por una helicasa (C) antes de entrar
en el complejo silenciador del RNA inducido (RISC) (D), mediante el cual se consigue la
degradacion de mRNA, regulando asi la expresion genética. También existen siRNAs sintéticos,
que evitan el proceso del Dicer y se unen al proceso directamente a través de la helicasa (E) (3,4).
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Figura 1. Mecanismo molecular del RNAI(3).

Siguiendo la Figura 2, se desarrolla el mecanismo molecular del miRNA. Los pri-miRs (33-
35 nucleotidos) son anélogos estructurales de los miRNAs que, mediante un complejo multiproteico
llamado microprocesador (formado por DROSHA, RNasa Il y DGCRS), localizado en el nucleo
celular, se obtiene un pre-miR (A). El pre-miR es una horquilla de aproximadamente 70 nucleétidos,
con dos extremos: 5'-fosfato y 3. El extremo 3’ es reconocido por una exportina-5 (EXP5,
codificada por XPO5), que transporta el pre-miR al citoplasma a través de un mecanismo
dependiente de Ran-GTP (B). Una vez liberado en el citoplasma, el pre-miR es procesado en forma
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de dobletes (de al menos 19 nucleotidos) a través de un complejo formado por la RNasa Il Dicer,
junto con un fijador de proteinas transactivador de RNA (TRBP). Dicer/TRBP divide el doblete de
pre-miR en dos parejas de RNA, seleccionandose como miRNA maduro a la pareja mas inestable
en el segmento 5 (en ocasiones, la pareja seleccionada es la que tiene un nucleodtido U en la
primera posicién) (C). Esta pareja se une a una proteina llamada Argonauta (AGO-2), formando el
RISC, que es el efector citoplasmatico del miRNA, que contiene una Unica cadena de miRNA, que
guiara al RISC hacia su objetivo: el mRNA. Por lo tanto, el ensamblaje del RISC esta mediado por
un complejo multiproteico compuesto por el Dicer, la TRBP y el AGO-2, formando el conocido como
Complejo de Carga del RISC (RLC) (D). El segmento 5’ del miRNA se une al segmento 3’ del
mRNA objetivo, inhibiendo su transcripcién o degradando el mRNA, en funcién del grado de
complementariedad entre el miRNA y el mRNA objetivo (E) (2,5,6).
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Figura 2. Mecanismo molecular del miRNA(2).

En ambos mecanismos, tanto el siRNA como el miRNA son capaces de inhibir la transcripcion o
degradar el mRNA objetivo. Esto lo consiguen mediante la interaccion con el complejo multiproteico
RISC, que permite la unién de secuencias complementarias del siRNA o el miRNA con el mRNA
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diana, siendo el lugar principal la regidén semilla localizada en el extremo 5’ (Figura 3). Se sabe
que, en funcion de la complementariedad del siRNA o el miRNA con el mRNA diana, se consigue
bien la inhibicion de la transcripcion o bien la degradacion del mRNA(2). Las principales proteinas
protagonistas de la union del mRNA a las secuencias complementarias de los RNA no codificantes
son las proteinas AGO, cuyos cuatro tipos humanos (AGO1-4) pueden incorporar tanto siRNA
como miRNA(5).
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Figura 3. Diferentes secuencias complementarias del miRNA como lugares de unién a mRNA(7).

Regiones semilla canénicas (A-C). Regiones semilla marginales, con una menor complementariedad (D-E).
Regiones atipicas suplementarias a la region semilla, que parecen aumentar la eficacia en la union (F-G).
Distribucion de regiones semilla observada en un estudio de 87 familias de miRNA en vertebrados por Bartel
etal (H).

2.2. Vias alternativas

La via candnica sigue la secuencia: Drosha, EXP5, Dicer y AGO, para llegar al miRNA
maduro que interactua con el mRNA. Existen otras vias alternativas que suprimen algunos pasos o
tienen otras moléculas que realizan una funcién similar a las de la via candnica, llegando al mismo
objetivo final. La mayoria de los miRNAs siguen el proceso canénico, siendo tan solo un 1% de
miRNAs los que maduran por vias alternativas(5).

El proceso mediado por Drosha puede ser evitado de dos maneras diferentes. La primera
que se objetivd fue la presencia de mirtrones, una molécula que, sustituyendo el proceso del
Drosha, consigue pequefios precursores de RNA, similares a pre-miRNA, uniéndose al proceso
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canonico via EXP5. Del mismo modo, pequefias horquillas de RNA enddgeno, directamente
transcritas, se pueden unir a EXP-5(5).

Ademas, existen otros pequefios RNAs que se originan de otros RNAs no codificantes,
como son los tRNAs o precursores similares a tRNAs (snoRNAs) o pequefios RNAs nucleares
similares a RNAs virales, que tampoco requieren del procesado de Drosha, ni de la EXP3, sino que
directamente se acoplan al Dicer(5).

La mayoria de vias alternativas dependen del Dicer, sin embargo hay algunas que no
requieren de este proceso y se valen de la actividad catalitica de AGO2 para unirse al proceso de
maduracion del mMRNA(5).

De este modo, a partir de diferentes tipos de ncRNA, se transcriben diferentes pre-miRNAs,
que son procesados en dobletes de miRNA, como refleja la Figura 4.
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Figura 4. Diversos origenes genéticos y vias de biogénesis hacia miRNAs funcionantes(8).

2.3. Nomenclatura

A excepcion de unos pocos miRNAs que fueron descubiertos pronto, la nomenclatura de
los miRNAs maduros consiste en el prefijo “miR” y el nimero de identificacion, que se designa de
manera secuencial, en funcion del orden de publicacion (ejemplo, miR-1, miR-2,...miR-89, etc.). Los
pre-miRNAs se indican con cursiva y el prefijo en mintsculas “mir’. Prefijos de tres o cuatro letras
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indican la especie (ejemplo hsa-miR-101 en Homo sapiens). Una letra adicional al final sirve para
diferenciar miRNAs con similares secuencias a excepcion de uno o dos nucleétidos (ejemplo, miR-
123a y miR-123b). Un nimero adicional al final sirve para diferenciar dos miRNA maduros idénticos
que se formaron a partir de pre-miRNAs diferentes (miR-194-1 y miR-194-2). Dos miRNA que son
diferentes y se han originado del mismo precursor, se nominan de acuerdo con su localizacién en la
horquilla (ejemplo, miR-17-5p y miR-17-3p) (9,10).

Los genes codificantes para miRNAs se localizan a lo largo de todo el genoma, y una gran
proporcion de ellos se encuentran agrupados, dando lugar a diferentes miRNAs, es decir, distintos
miRNAs pueden proceder de un mismo pri-miRNA, codificado por un mismo grupo de genes. Esta
organizacién gendmica permite una expresion simultdnea de miRs similares, conduciendo a un
efecto sinérgico en su funcion. Sin embargo, los miRNAs, también pueden proceder de unidades
transcripcionales auténomas(1,2,11). Cabe destacar que los miRNAs humanos estan localizados
en todos los cromosomas excepto el cromosoma Y, ademas estan distribuidos de manera no
aleatoria en el genoma humano(2).

Existen cuatro grupos de miRs en funcion de su localizacion gendmica (véase Figura 5):

e miR intrénico en unidades transcripcionales no codificantes (a).
e miR exdnico en unidades transcripcionales no codificantes (b).
e miR intrénico en unidades transcripcionales codificantes (c).
e miR exdnico en unidades transcripcionales codificantes (d).
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Figura 5. Localizacién genémica y estructura de los microRNA(2).
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2.4. Papel de los microRNAs

Los miRNA regulan la actividad de proteinas, actuando sobre la traduccion o sintesis
proteica. Su transcripcion esta desempefiada por la RNA Pol II, controlada por los factores de
transcripcion de la RNA pol Il y por reguladores epigenéticos. Ademas, se ha visto que la RNA Pol
Il es capaz de transcribir algunos miRNAs virales. Factores de transcripcion como p53, MYC, ZEB1
y ZEB2 o MYOD1 regulan la expresion de los miRNA, tanto positiva como negativamente. La
metilacién del DNA y las modificaciones de histonas, también contribuyen a la regulacién genética
de los miRNA(5). Los miRNAs, a su vez, pueden verse regulados por factores externos como son
los virus (lentivirus), el ejercicio, la etnia, alteraciones genéticas, etc. Ademas, pueden actuar
complementandose varios miRNA.

La importancia de los miRNAs radica en que su expresion se ha visto envuelta en
numerosos eventos celulares durante el desarrollo animal, regulando numerosos procesos clave
como la determinacion celular, la proliferacion o la muerte celular. Ademas, los miRNAs se han
visto implicados en multiples funciones bioldgicas como la respuesta inmune, la secrecion de
insulina, la sintesis de neurotransmisores, el ritmo circadiano o la replicacion viral(2).

En 2008 se detectd la presencia de miRNA en suero y plasma humanos. Mas adelante, han
sido detectados en otros fluidos corporales como orina, saliva, liquido cefalorraquideo y leche
materna. Esto ha permitido que investigadores comparen niveles de miRNA circulantes entre
pacientes y controles sanos, con la intencidén de encontrar utilidad diagnéstica, pronostica o incluso
terapéutica(12).

3. Papel etiolégico de los microRNAs en la Insuficiencia Cardiaca
3.1. Insuficiencia cardiaca
%+ Definicién de insuficiencia cardiaca

La Asociacién Americana del Corazén (American Heart Association, AHA) define la
insuficiencia cardiaca como un sindrome clinico complejo que puede resultar de cualquier trastorno
cardiaco estructural o funcional que altera la capacidad del ventriculo de llenarse o de eyectar
sangre(13). La Sociedad Europea de Cardiologia (European Society of Cardiology, ESC) (14), por
su parte, la define como un sindrome clinico caracterizado por sintomas tipicos (disnea, edemas,
fatiga), que puede ir acompafiado de signos (presion yugular elevada, crepitantes pulmonares)
causados por una anomalia estructural o funcional del corazon que produce una reduccion en el
gasto cardiaco o una elevacion de las presiones intracardiacas en reposo o en estrés.

Se distinguen dos tipos de insuficiencia cardiaca en funcion de su fraccién de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI): insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién reducida (FEVI <40%) e
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada (FEVI >50%). Existe una zona gris o
intermedia en valores de FEVI entre el 40 y 50%. (13,15).
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El mecanismo fisiopatolégico de la IC con FEVI reducida (Figura 6) consiste en la
acumulacion de dafio miocardico, con una pérdida progresiva de miocardiocitos. Sus principales
causas son: hipertension arterial, cardiomiopatias o infarto de miocardio. Esto conlleva una
dilatacion ventricular izquierda con un remodelado excéntrico de dicho ventriculo(15).

SOBRECARGA SOBRECARGA PERDIDA DE DISFUNCION
DE VOLUMEN DE PRESION MIOCARDIO CONTRACTIL
DISFUNCION DE
VENTRICULO IZQUIERDO
FEVI < 40 %
| GASTO / \ 1 VOLUMEN SISTOLICO
CARDIACO
r
1 VOLUMEN DIASTOLICO
¥
HIPOPERFUSION -
CONGESTION PULMONAR

Figura 6. Fisiopatologia de la IC con FEVI reducida(16).

Una sobrecarga de volumen y/o de presién, asi como una pérdida de miocardio o una disfuncién en la
contractilidad desembocan en una disfuncion ventricular izquierda (con una fraccion de eyeccion deprimida
<40%). Esto condiciona una disminucion en el gasto cardiaco con la consecuente hipoperfusion. Asi mismo,
aumentan los volumenes sistélicos y diastolicos, produciendo congestion pulmonar.

En el caso de la IC con FEVI preservada, enfermedades como la obesidad, la hipertension
arterial, la diabetes mellitus, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la anemia o el fracaso
renal crénico, contribuyen a una hipertrofia miocardiocitaria, con fibrosis intersticial. Aqui se
produce una disfuncién ventricular izquierda con un remodelado concéntrico(15), debido a un
aumento forzado de la contractilidad, en respuesta a un incremento de las resistencias periféricas
por hipertensidn o patologia valvular(17).

%+ Epidemiologia y problematica sociosanitaria

Se registran aproximadamente 915.000 nuevos casos anuales de insuficiencia cardiaca en
Estados Unidos. Ademas, la prevalencia es alta (5,7 millones en Estados Unidos) y esta en
aumento debido a la longevidad de la poblacion, al aumento de la prevalencia de factores de riesgo
especificos de la insuficiencia cardiaca (diabetes y obesidad, entre otros), asi como a la mejora en
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los tratamientos de las enfermedades cardiovasculares que prolongan la supervivencia. Se
considera que la mortalidad al afio y a los cinco afios del diagndstico de insuficiencia cardiaca es
de aproximadamente un 20% y un 50% respectivamente. Existe una mayor prevalencia de
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. El prondstico de los pacientes con
insuficiencia cardiaca es peor en aquellos que requieren hospitalizacidn(18). Segun la Sociedad
Europea de Cardiologia, la prevalencia de la insuficiencia cardiaca se situa aproximadamente en
torno al 1-2% de la poblacion adulta en paises desarrollados, y aumenta a mas del 10% en
personas de 70 afios 0 mas(14).

La AHA declara que existen aspectos fundamentales de la insuficiencia cardiaca que no
son bien conocidos. Propone centrar las investigaciones en la busqueda de estrategias efectivas de
manejo de pacientes con insuficiencia cardiaca con FEVI conservada, basandose en el control de
la tension arterial, asi como un método convincente para el uso de biomarcadores en la
optimizacién del tratamiento o la necesidad de mejorar la adherencia del paciente al régimen
terapéutico. Destaca la necesidad de centrarse en nuevos tratamientos farmacoldgicos,
especialmente para pacientes hospitalizados, asi como terapias de regeneracion celular para
restaurar el miocardio(13).

R

«* Posible solucion: microRNAs

En el sistema cardiovascular, los miRNAs controlan la proliferacion y diferenciacién de
células madres y progenitores celulares, asi como células endoteliales y musculares. Ademas,
juegan un papel crucial en el desarrollo y regeneracion cardiacos. La modulacién de la expresion
de miRNAs puede cambiar el curso de la insuficiencia cardiaca, asi como su determinacién en
suero puede participar en su diagndstico y en la evaluacion del pronostico(9).

Se han seleccionado varias causas de insuficiencia cardiaca (hipertrofia miocardica,
hipertension arterial, isquemia miocéardica y fibrilacién auricular), basandose en patologias clasicas
que frecuentemente desembocan en fallo cardiaco. Asimismo, debido a la creciente incidencia de
obesidad y diabetes, se ha querido resaltar la miocardiopatia diabética como causa importante de
insuficiencia cardiaca.

3.2. Hipertrofia miocardica

Existe hipertrofia cardiaca tanto fisiolégica como patolégica. La evidencia sefiala que se
diferencian en las distintas vias de sefializacién que conducen ambos procesos(15). Se han
identificado 22 miRNAs cuya expresion en la hipertrofia miocardica cambia segun las dianas
moleculares sobre las que intervienen. Para una revision completa, consultar (17), (19), (20) (21),
(22) (23), (24), (25) y (26). Los resultados de estas investigaciones se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Relacion de microRNAS con la hipertrofia miocérdica.

CALCINEURINA- : .
NFAT CAMKII ViA INSULINICA PDE9A
miR-1 - - 1(20) -
miR-9 - - - 1(19)
miR-19a/b 1(21) - - 1(17,19)
miR-21 - - 1(22) -
miR-22 - - 1(17,19)
miR-23a 1(19) - 1(17,19) -
miR-26b - - : 1(26)
miR-34a - - 1(17) -
miR-98 - - 1(19)
miR-101 - - 1(19) -
miR-133a - - 1(20) 1(19)
miR-145 - - - 1(25)
miR-150 - - 1(19) -
miR-155 - - 1(19) -
miR-185 - 1(24) 1(19)
miR-199a - - 1(19) -
miR-199b 1(23) - -
miR-212/132 - - 1(19)
miR-221 - - 1(19) =
miR-328 1(17) - - 1(19)
miR-350 - - 1(17,19) -
miR-378 - - 1(19)11(17)

Existe un mecanismo dependiente de la calcineurina, que se encarga de defosforilar el
factor nuclear activador de células T (NFAT), induciendo su translocacion nuclear y con ello la
expresion de genes involucrados en hipertrofia miocardica(15). Se ha demostrado que la
sobreexpresion de miR-19a/b es una condicién prohipetréfica, inhibiendo la expresién génica de
atrogin-1 y MURF-1, siendo ambos genes antihipetréficos(21). Por su parte, miR-199b, presenta el
mismo mecanismo de accion, salvo que inhibe la expresion génica de Dyrk1a (23).

Existe otro mecanismo cuyo sustrato es la kinasa Il dependiente de calmodulina (CaMKIl),
que induce el crecimiento cardiomiocitario por fosforilacién de histonas deacetilasas de clase I
(HDAC4 y HDACS), con la consiguiente inhibicion de la expresién del gen mediado por el factor
potenciador de miocitos tipo 2 (MEF-2) y la hipertrofia cardiaca(15). En el caso de miR-185, su
mecanismo consiste en inhibir CAMKII, de forma que actua como antihipertrofico(24).

Otro de los mecanismos es el formado por la via insulinica, cuya sobreactivacion induce
hipertrofia miocardica patologica y altera la homeostasis. Ademas, la hiperinsulinemia crénica
también produce hipertrofia por favorecer el aumento de angiotesina-Il. La via insulinica consiste en
la union de la insulina a su receptor, mediando asi la fosforilacion y activacién del Akt, cuya
sobreexpresion favorece la hipertrofia miocardica por numerosas vias de sefalizacion. La Akt
también se activa por accion de factores de crecimiento similares a insulina (IGF-1)(15). Hua et
al(20) sefialan que la sobreexpresion de miR-1y miR-133a, consiguen una disminucién de IGF-l y,
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por tanto, de Akt, consiguiendo un fenotipo antihipertrofico. De manera contraria, segun declara
Dey et al(22), miR-21 se une a Pten, modulando la activacion de la via Ak/mTOR, produciendo
hipertrofia y fibrosis.

También existe otro mecanismo que depende de PDE9A. Los efectos del dxido nitrico (NO)
y el péptido natriurético estan mediados por un segundo mensajero, la guanosina monofosfato
ciclica (cGMP). Se considera al NO un factor anti-hipertréfico. Sin embargo, existe una
fosfodiesterasa selectiva de cGMP (PDE9A), que suprime la sefial de cGMP, favoreciendo por
tanto la hipertrofia y el remodelado cardiaco, puesto que se activa la expresion del factor nuclear de
células T activadas (NFAT), regulador positivo de hipertrofia(15). Siguiendo este mecanismo se
encuentra miR-145(25), como factor antihipetréfico, del mismo modo que ocurre con miR-26b(26),
regulando ambos la expresion de GATAG y GATA 4 respectivamente. GATA 4 y GATA 6 son
factores de transcripcion, cuya presencia favorece la activacion de NFAT y por tanto la
hipertrofia(19,25,26).

3.3. Hipertension Arterial

Se define disfuncién endotelial como el disbalance entre la produccidn y la biodisponibilidad
de factores vasoconstrictores (endotelina-1 y tromboxano A2) y factores vasodilatadores (6xido
nitrico, prostaciclina y Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio, EDHF). En ello estan
implicados factores como el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), las Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS), asi como la respuesta angiogénica del endotelio vascular a los
procesos inflamatorios(27).

El maximo efector del SRAA es la Angiotensina-Il, que se encarga de regular la presion
sanguinea, la produccion de aldosterona, la reabsorcion renal de agua y de sodio, la secrecion de
vasopresina, asi como participa en el remodelado cardiaco y vascular; también estimula la
produccion de prostaciclina y catecolaminas. Ademas del importante papel que la Angiotensina-l|
juega en la hipertensién arterial, induce el remodelado vascular mediante la proliferacién de células
musculares lisas e hipertrofia(27).

Se han identificado 47 miRNAs cuya expresion varia en hipertension en funcion de los
mecanismos fisiopatoldgicos sobre los que actuan. Para una revision completa, consultar (27), (28),
(29), (30), (31), (32), (33), (34), (35), (36), (37), (38) y (39). Los resultados de estas investigaciones
se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Relacién de microRNAs con hipertension arterial.

Alteracion del

Disfuncion endotelial

Induccion de factores

Angiogénesis

SRAA proinflamatorios
miR-1 - 127) -
miR-9 - - 1(28)
miR-10a 1(27) -
miR-16 - 127)
miR-17 1(27) -
miR-17-3p - 1(27) -
miR-21 1(31) 1(27) 1(27)
miR-24 - 127) - 1(27)
miR-25 1(32) - -
miR-26a - - 1(33)
miR-27a 127) -
miR-27b - 1(27)
miR-29b 1(34) 1(34) -
miR-30 - - - 1(35)
miR-31 1(27) -
miR-92 1(27)
miR-92a - 1(27)
miR-122 127) -
miR-125a-5p - L(27)
miR-125b-5p 127) -
miR-126 - 1(27) 1(28)
miR-129-3p 127) - -
miR-132 1(27) -
miR-133a - N/C(27)
miR-133b N/C(27)
miR-141 - 1(27)
miR-143 1(36) -
miR-145 1(36) 1(37) -
miR-146a - 1(27) 1(27)
miR-146b - 127) 127)
miR-155 1(27,29) 1(27) 1(27,29)
miR-181a-5p 1(38) - -
miR-181b - - 1(39) -
miR-182 1(27) - 1(27)
miR-200a 1(27) -
miR-200c 1(27) -
miR-205 - - 1(27)
miR-212 1(27) - - -
miR-217 - 1(27) - 1(27)
miR-221 1(27) 1(27) 1(27) -
miR-222 1(27) 1(27) 1(27) -
miR-329 - - - 1(27)
miR-483-3p 1(27) -
miR-505 - - 1(30)
miR-637 - 1(27) -
miR-663 1(27) 1(27)
miR-712 - 1(27)
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Algunos miRNAs actuarian sobre el SRAA. Jackson et al(38) aseguran que miR-181a es un
regulador negativo de la renina, por lo tanto su ausencia favorece la hipertension arterial. Por su
parte, Zhang et al(34) ha demostrado que la sobreexpresion de miR-29b es capaz de inhibir el
mecanismo de hipertension dependiente de angiotensina Il, inhibiendo TGF-f, mejorando, por
ende, la fibrosis cardiaca hipertensiva. La inhibicion del miR-25 produce una activacion del SRAA,
favoreciendo la aparicion de hipertension arterial(32).

Otros se han relacionado con disfuncion endotelial y estrés oxidativo. La angiotensina-Il,
ademas, se encarga de activar la Nicotinamida Adenina dinucleétido Fosfatasa (NAPDH) oxidasa
(NOX), principal fuente de ROS. La disfuncion endotelial se caracteriza por un aumento de la
biodisponibilidad de ROS, con una disminucion de la capacidad antioxidante. Se ha relacionado un
aumento de ROS con una disminucion de la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO), que es, a su
vez, producido por la NO endotelial sintasa (eNOS)(27). El miR-145 tiene un factor protector de
hipertension arterial mediante la activacion de SLCL7A, un transportador de aminoécidos regulador
del metabolismo de la arginina, un sustrato de la eNOS. Por lo tanto, la activacion de SLCL7A se
asocia con un aumento de la produccién de NO y una mejora de la funcién endotelial (37). Por su
parte el miRNA-21, favorece la disminucién de la expresion de citocromo b mitocondrial, reduciendo
la produccién de ROS y con ello, disminuyendo los niveles de tension arterial. Li et al(31) han
demostrado en ratas, que la inoculacién de dicho miR-21 a través de un adenovirus en el ADN
mitocondrial, ha conseguido reducir la tensién arterial de dichos roedores, puesto que actia como
factor protector cuando esta incluido en el ADN mitocondrial y no cuando esta libre. Widlansky et
al(40) han demostrado que miR-29 favorece la producciéon de NO. Ademas, han observado la
capacidad de miR-29 de restaurar la vasodilatacion dependiente del endotelio arteriolar, mejorando
la disfuncién endotelial. También se ha visto que, como en el caso de miR-34a, se puede producir
una disfuncién endotelial por la supresién de de la proliferacion y migracion, asi como la induccion
de la apoptosis de las células de venas umbilicales (HUVECs)(41).

En la condicién de disfuncion endotelial también esta incluida la activacién inflamatoria del
endotelio. Algunos factores inflamatorios como moléculas de adhesién celular (CAM), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleukina-6 (IL-6) o proteina C reactiva (PCR) tienen un importante
papel como mediadores de la inflamacién vascular, asi como citoquinas proinflamatorias. Se ha
demostrado que inhibiendo el SRAA se modulan negativamente los niveles de estas moléculas
inflamatorias. También se ha visto que la activacién de la inmunidad celular tiene un impacto
negativo en la funcion vascular endotelial, mientras que un incremento de la IL-10 antiinflamatoria,
como respuesta inmune adaptativa, reduce los efectos adversos asociados a hipertension de la
Angiotensina-Il en el endotelio(27). Sun et al han demostrado tanto in vitro como in vivo, que la
sobreexpresion de miR-181b favorece la activacion de NF-kB, que a su vez favorece la expresién
de genes proinflamatorios(39).

La angiogénesis es el principal mecanismo de remodelado vascular. Es un proceso
complejo regulado por un balance controlado de factores proangiogénicos y antiangiogénicos. Los
factores de crecimiento vascular endotelial (VEGFs), en concreto VEGF-A, estan implicados en la
regulacion de los procesos requeridos para la angiogénesis, como son la activacion celular
endotelial y la proliferacion, migracion y formacion tubular. El principal receptor responsable de sus
efectos bioquimicos es el VEGFR2 (flk-1/KDR), que conducen a la activacién de protein-kinasas
reguladoras de la proliferacion endotelial (p42/44) y moduladores del remodelado citoesquelético de
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actina, necesario para la migracion (p38). La disfuncion angiogénica puede contribuir a aumentar
las resistencias periféricas, aumentando asi la presion arterial, conduciendo a hipertension. A
grandes rasgos, el mecanismo fisiopatolégico consiste en una disrupcion entre el balance
proangiogénico y antiangiogénico(27). Jo et al(33) concluyen que miR-26a inhibe la produccién de
dxido nitrico inducida por el VEGF, asi como la angiogénesis inducida por VEGF. Jiang et al(35)
han demostrado que miR-30a y, en general, la familia miR-30, inactivan la expresion de dll4, un
inhibidor de la angiogénesis, por lo tanto su defecto favorece la hipertension arterial, puesto que se
suprimiria la angiogénesis. En pacientes con elevadas resistencias periféricas, se podria inhibir el
dll4 con miR-30, favoreciendo la angiogénesis, el remodelado vascular y disminuyendo con ello
dichas resistencias, mejorando la tension arterial(35).

3.4. Isquemia miocardica

El infarto de miocardio se define como la muerte de células cardiacas por isquemia
prolongada, que es la manifestacion mas grave de enfermedad coronaria. Esta puede ser crénica o
aguda. Cuando el aporte de oxigeno se reduce, la instauracién de la isquemia miocérdica se inicia
a los 20 minutos aproximadamente, provocando necrosis celular en unas pocas horas. La pobre
regeneracion impediria reparar la muerte celular causada por la isquemia, con la consecuente
pérdida de contractilidad(42).

A continuacion se trataran los diferentes mecanismos que estan involucrados en la
isquemia miocérdica, véanse ateroesclerosis, apoptosis, necroptosis y autofagocitosis.

«» Ateroesclerosis

La ateroesclerosis consiste en una enfermedad inflamatoria crénica de la pared arterial que
se inicia con una lesion endotelial y una retencion subendotelial de lipoproteinas favorecida por los
macréfagos. Los mecanismos que favorecen esta lesion son: la homeostasis del colesterol, la
inflamacién endotelial y progresion plaquetaria y el reclutamiento leucocitario(43). Es también
relevante la funcion del musculo liso vascular, que en presencia de dafio vascular, se ha visto que
se desdiferencia para pasar a un estado proliferativo, migratorio e inflamatorio, ampliandose el
concepto en nuevos estudios que sugieren que puede adoptar un fenotipo macrofagico, alterando
su contractilidad. Esto es asi por células de musculo liso inducidas por KLF4 (Factor Kriippel-like 4,
un factor de pluripotencialidad, que regula la transicién fenotipica de, en este caso, las células
musculares lisas), favoreciendo la expresion de citocinas proinflamatorias y un incremento de la
fagocitosis(44).

Se han identificado 38 miRNAs cuya expresion varia en la ateroesclerosis en funcion de la
diana fisiopatoldgica sobre la actlen. Para una revision completa consultar (36), (43), (45), (46),
(47), (48), (49), (50), (51), (52), (53) y (54). Los resultados de estas investigaciones se recogen en
la Tabla 3.
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Tabla 3. Relacién de microRNAs con aterosclerosis.

Disbalance Aterogénesis Reclutamiento Proliferacion de
lipoproteico dependiente de flujo leucocitario musculo liso vascular
miR-1 - - - 1(45)
miR-10a - N/C(43) - -
miR-21 - - 1(43) 1(43)
miR-26 1(43) - 1(46) -
miR-27a - - 1(43)
miR-27b 1(43) - -
miR-30-5p - N/C(43)
miR-30c 1(43) - -
miR-33 1(47) - 1(48) -
miR-34b - - - 1(50)
miR-92a - 1(53) -
miR-96 1(43) - -
miR-106 1(43) - 1(43)
miR-122 1(43) - -
miR-124a - - 1(43)
miR-125a 1(43) - N/C(43)
miR-126 - 1(43) -
miR-128-1 1(49) - 1(43)
miR-130b 1(49) - 1(43) -
miR-143/miR-145 - 1(36) - 1(36)
miR-144 1(43) - 1(43) -
miR-146a - - N/C(43)
miR-147 - - 1(43)
miR-148a 1(43) - 1(43)
miR-150 - - 1(43) -
miR-155 - N/C(43) N/C(43,51) 1(52)
miR-185 1(43) - - -
miR-205 - 1(43) - -
miR-221/miR-222 - - - 1(43)
miR-223 1(43) - 1(43) -
miR-301 1(43) -
miR-301b 1(49) - 1(43)
miR-302a - - 1(43)
miR-342-5p - - 1(43) -
miR-424/322 - - - 1(54)
miR-455-5p 1(43) - -
miR-663 - N/C(43) -
miR-758 1(43) - 1(43)

Algunos miRNAs actuarian provocando un dishalance lipoproteico. La homeostasis
lipoproteica juega un papel importante en la ateroesclerosis, siendo favorecido el acumulo de
colesterol y, por tanto, la aterosclerosis, con altos niveles de LDL y bajos de HDL. Los microRNAs
actian en este nivel mediante la regulacion del metabolismo lipoproteico hepatico, la expresion de
receptor de LDL, la regulacion de la biogénesis y eflujo del HDL, asi como el aclaramiento hepatico
de colesterol y el transporte reverso del HDL(43). Se han identificado 3 miRNAs (miR-128, miR-
130b, miR-301b) que interactian con el receptor de LDL (LDLR), asociandose con un incremento
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de LDL en plasma(49). La familia miR-33, por su parte, bloquean la expresién de HDL en
plasma(47).

Otros mecanismos producen aterogénesis dependiente de flujo. En respuesta a estimulos
bioquimicos (TNF-a, 1l-6 o PCR) y biomecanicos, las células endoteliales sufren una serie de
cambios celulares y moleculares que promueven aterogénesis(43). Deng et al(55) han demostrado
por primera vez la influencia de miR-1185 en la progresion de aterosclerosis mediante la activacion
de VCAM-1y la expresion de E-selectina. Con respecto a los estimulos biomecanicos, existen dos
tipos de flujo: flujo alterado y flujo laminar. Un flujo alterado aumenta la permeabilidad endotelial
(alterando la expresion y localizacion de proteinas de union intracelular) y la sefalizacion
proinflamatoria (en este caso, favoreceria la activacion o inactivacion de mIiRNAs como
sefalizadores de actividad proinflamatoria y aterogénica), promoviendo la aterogénesis. Por otro
lado, un flujo laminar confiere propiedades anti-inflamatorias, puesto que no se desencadenarian
los estimulos que provoca el flujo alterado. Esto hace que las lesiones ateroescleréticas se
asienten preferentemente en bifurcaciones arteriales. De esta manera, un flujo alterado favorece la
sobreexpresion de miRNAs como el miR-92a, o la disminucion de niveles de miR-126 o miR-
143/145, situaciones que favorecen la aterogénesis(43).

El mecanismo de reclutamiento leucocitario es otro sobre el que los miRNAs actlan
regulando la aterogénesis. Los macréfagos fagocitan las lipoproteinas, formando células
espumosas, que persisten en la pared arterial, activando una respuesta inmune maladaptativa, que
promueve la formacion de placas de ateroma. Los miRNAs intervienen mediando el reclutamiento
de monocitos-macréfagos. Ademas, la ateroesclerosis se asocia a una predominancia en la placa
del fenotipo M1 del macréfago, mientras que el fenotipo M2 estd relacionado con regresion
plaquetaria, lo que también esta regulado por algunos microRNAs (43). Se ha identificado a miR-
155, entre otros, como regulador de la formacién de células espumosas mediante su accion sobre
la proteina supresora transcripcional HMG1(51). Otros, promueven la formacion de células
espumosas inhibiendo el eflujo de colesterol via ABCA1, como es el caso de miR-26(46). También
existen miRNAs implicados en la regulacion del balance entre los fenotipos M1y M2; es el caso de
miR-33(48).

Por ultimo, la proliferacién de musculo liso vascular también se ha visto modificada por los
miRNAs. La ausencia de miR-1 favorece la proliferacién de células musculares vasculares,
favoreciendo la aterosclerosis(45). También se ha demostrado que miR-34b, impide la proliferacion
de células musculares lisas vasculares, inhibiendo la expresion de CDK6(50). Por su parte, se ha
identificado que miR-155 se encarga de reducir la proliferacion de musculo liso vascular mediada
por angiotensina-I(52). Existe un factor ateroprotector por parte de miR-143 y miR-145, puesto que
favorecen el fenotipo contractil e inhiben el fenotipo sintético de las células musculares lisas
vasculares(36). Se ha identificado un papel antiproliferativo y prodiferenciador para el complejo
miR-424/322. Merlet et al(54) han introducido mediante un adenovirus dicho miR en modelos de
rata con estenosis vasculares, consiguiendo inhibir la proliferacion de células musculares lisas
vasculares, reduciendo la formacion neointimal y evitando la reestenosis.
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s+ Apoptosis, Necroptosis y Autofagocitosis

El infarto de miocardio involucra tres tipos de proceso de muerte celular, entre los que se
incluyen apoptosis, autofagocitosis y necroptosis (42). Se han identificado 38 miRNAs cuya
expresion varia en dichos procesos en funcion de la diana fisiopatolégica sobre la que actien. Para
una revision completa consultar (42), (56), (57), (58), (59), (60), (61) y (62), (63) y (64). Los
resultados de estas investigaciones se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Relacién de microRNAs con apoptosis, fagocitosis y necroptosis.

Apoptosis Fagocitosis Necroptosis
miR-1 1(57)
miR-7a/b 1(42)
miR-15 157)
miR-21 1(58)/1(57)
miR-22 157)
miR-24 L(57)
miR-29 1(57) - -
miR-30b - - 1(42)
miR-93 1(42) - -
miR-99a - 1(59)
miR-101 - 1(59) -
miR-103/107 - - 1(60)
miR-122 1(42) -
miR-128 1(56) - -
miR-128a - - 1(64)
miR-138 1(42) -
miR-133 1(57)
miR-140 157)
miR-142-3p 1(42) -
miR-144 - 1(59)
miR-145 1(57) 1(42)
miR-153 1(42) - -
miR-155 - - 1(63)
miR-188-3p - 1(61) -
miR-204 - 1(59)
miR-214 1(57) -
miR-320 1(42,57) -
miR-325 - 1(42,59)
miR-494 1(57) -
miR-497 - 1(59) -
miR-499 1(57) - 1(64)
miR-506-3p - 1(62) -
miR-512-3p - - 1(64)
miR-613 1(42) -
miR-761 1(57) - -
miR-873 - - 1(42)
miR-874 - - 1(42)
miR-2861 - - 1(42)
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El primer mecanismo a tratar es la apoptosis, del que existen dos vias principales de
sefializacion: la via intrinseca y la via extrinseca. La via intrinseca o mitocondrial se compone de un
apoptosoma, formado por procaspasa-9, un factor activador de la proteasa apoptoica 1 (Apaf-1) y
el citocromo c. El citocromo ¢ estd controlado por mediadores de la familia Bcl-2, permitiendo la
formacion del poro en la membrana externa de la mitocondria, con su consecuente apoptosis
celular. Por otro lado, la via extrinseca se inicia por la union de diferentes ligandos de muerte
celular (FasL, TNF-a) a la superfamilia de receptores TNF (TNFR). Esta interaccion se sigue del
ensamblaje del complejo de sefalizacion inductor de muerte celular (DISC), formado por un
dominio Fas (FADD) y una proscapasa-8/10. De este modo se puede inducir directamente la
apoptosis via caspasas o continuando via mitocondrial por activacion de la familia Bcl-2(64).
Multiples lineas de evidencia muestran que la pérdida miocitaria durante la isquemia cardiaca, se
produce mediante la via de sefializacion apoptética mitocondrial. Existe evidencia que indica que
los miRNAs son importantes reguladores de la apoptosis, no solo sobre células tumorales, sino
también cardiacas(57). La expresion de miR-21 inhibe la apoptosis inducida por TNF-a(58). Por su
parte, miR-128 promueve la apoptosis de células miocardicas, incrementando la expresién de c-
Met(56).

Otro de los mecanismos es la autofagocitosis, del que se han encontrado tres
submecanismos: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. En este
contexto nos interesa hablar de la macroautofagia, llevada a cabo en cinco pasos: induccion
(mTOR y AMPK regulan ULK1, proteina inductora del complejo ULK, mediador de la induccion de
la autofagia), formacion del nucleo de la vesicula (via fosforilacion de Becilin-1), elongacion de la
vesicula (por conjugacion tipo ubiquitina con multiples proteinas ATG), fusion con el lisosoma y
degradacion del contenido por catepsinas(59,64). En estos procesos actuan los microRNAs
regulando la autofagocitosis, incluso autorregulando su propia autofagia. Un balance adecuado de
la autofagia mantiene la homeostasis cardiovascular. Por lo tanto, un exceso sobre la autofagia
basal por sobreactivacion de esta via puede repercutir en dafio miocardico(59). Se ha relacionado
al miR-188-3p como un factor cardioprotector por su inhibicion de la autofagia mediante el bloqueo
de ATG7 (mediador de la autofagocitosis)(61). Yi et al(62) han relacionado a miR-506-3p con la
directa regulacién de Becilin-1, bloqueando la autofagia.

Por ultimo estaria el mecanismo de necrosis programada o necroptosis. Se ha visto
recientemente que la necrosis puede ser inducida y regulada de una manera similar a la apoptosis,
lo que se conoce como necroptosis. Esta puede ser inducida por la superfamilia TNFR, los
receptores de células T (TCR), receptores de interferon (IFNR) y receptores Toll (TLR). El evento
mas critico en la necroptosis es la formacién del necrosoma via receptor de protein kinasa 1 0 3
(RIP1 o RIP3), siendo la via de convergencia de los estimulos de necroptosis (42,64). Liu et al(63)
concluye que miR-155 disminuye la necroptosis bloqueando RIP1 en las células progenitoras de
cardiomiocitos. Por el contrario, miR-103/107 provocan la necrosis del cardiomiocito mediante su
unién a una proteina Fas asociada a un dominio de muerte celular (FADD)(60).

22



3.5. Arritmias: Fibrilacion auricular

La fibrilacion auricular (FA) es la arritmia mas comun en la practica clinica y esta asociada
a una alta morbimortalidad. La predisposicién a sufrir FA surge de un proceso de remodelado atrial
en el que se encuentran envueltos eventos como el remodelado eléctrico y estructural, el transporte
ibnico o alteracion del sistema nervioso auténomo, los cuales son directa e indirectamente
regulados, entre otros, por microRNAs(65). Se han identificado 28 miRNAs cuya expresion varia en
los procesos mencionados en dependencia de la diana fisiopatolégica sobre la que actuen. Para
una revision completa consultar (65), (66), (67), (68), (69), (70), (71), (72), (73) y (74). Los
resultados de estas investigaciones se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Relacion de microRNAS con fibrilacién auricular.

Remodelado eléctrico  Transporte de calcio Remodelado estructural ~ Alteracion SNA

miR-1 1(66) 1(70) -
miR-21 1(65,67) - 1(68,69,71)
miR-26a - - 1(65)
miR26alb 1(68) - -
miR-29 - - 1(68)
miR-29b - - 1(65)
miR-30 - - 1(68)
miR-30d 1(65) - -
miR-101 1(67.68) -
miR-106b/miR-25 - 1(65,72)
miR-130a 1(73) - i
miR-133 - i 1(68,69) i
miR-1/miR-133a . - i 1(74)
miR-145 1(68) - - :
miR-146b - - 1(65)
miR-150 - i U72)
miR-192-5p 1(65) - i i
miR-206 - i i 1(65)
miR-208alb 1(65) - 1(65) i
miR-208b - 1(72) -
miR-223 1(68) -
miR-320 1(68) -
miR-328 1(65,68) -
miR-373 1(68) -
miR-499 1(65) -
miR-517 1(68) - -
miR-590 - - 1(65,68)
miR-664 1(68) -

El principal mecanismo consiste en el remodelado de los canales ionicos, afectando a los
canales de calcio, de potasio y de sodio. La disregulacion de los canales de calcio tipo L produce
un acortamiento de la duracién del potencial de accion. Un aumento en la captacion de potasio por
los canales rectificadores de potasio deriva en un acortamiento de la duracién del potencial de
accioén, pudiendo desencadenar un fenémeno de reentrada. La densidad de los canales de sodio
también puede verse reducida. La conduccion del impulso cardiaco depende de las uniones gap de
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los canales, compuestas por conexinas 40 y 43, cuya mutacion genética causa FA idiopatica(65).
Una sobreexpresion de miR-1 produce una disregulacion de la conexina 43, conduciendo a
arritmias cardiacas(66). Segun Osbourne et al(73), miR-130a condiciona la misma situacidn
fisiopatologica.

Otro mecanismo seria la alteracion del transporte del calcio. Una sobrecarga de calcio
puede alterar el balance homeostéatico del calcio intracelular, lo que contribuye a la perpetuacion de
la FA. La falta de calcio diastdlico promueve la despolarizacion de la membrana celular, por un
aumento del intercambio sodio-calcio, facilitando fendmenos de actividad gatillo(65). Su et al(70)
concluyen que la sobreexpresién de miR-1 conduce a arritmia regulando el transporte i6nico de
calcio.

También se objetiva un remodelado estructural cardiaco. La alteracion de la homeostasis
del calcio puede derivar en hipertrofia y fibrosis, produciendo remodelado cardiaco con alteracion
estructural y eléctrica del atrio. La fibrosis atrial puede producir fenémenos de reentrada por
conduccion lenta, incremento de la anisotropia o bloqueo de la conduccién unidireccional(65). Una
sobreexpresion de miR-21 supone un aumento de la fosforilacion de STAT3 (sefial transductora y
activadora de la transcripcion 3, que contribuye a la patogénesis de la fibrilacion auricular), que
supone un incremento de la fibrosis atrial, contribuyendo a la fibrilacion auricular(71).

Por ultimo, la disregulacién del Sistema Nervioso Autonomo (SNA) juega un papel
importante en la instauracién y el mantenimiento de la FA. Existe una sobrerregulacién del canal de
potasio dependiente de acetilcolina, reduciendo la duracién del potencial de accién. Ademas, un
remodelado estructural de las fibras nerviosas autondmicas, puede provocar hiperinervacion del
atrio, produciendo un disbalance entre las fibras simpéticas y parasimpaticas(65,67). Besser et
al(74) concluyen que una disregulacion del cluster miRNA-1/miRNA-133a condiciona una alteracion
del sistema B-adrenérgico que conduce a una prolongacion del QT.

3.6. Miocardiopatia diabética

La miocardiopatia diabética es una enfermedad identificada recientemente y considerada
completamente diferente a la enfermedad coronaria. En el estudio Framingham se demostré que la
diabetes era un factor de riesgo independiente de enfermedad cardiovascular, incluyendo la
insuficiencia cardiaca. La miocardiopatia diabética consiste en la presencia de signos y sintomas
de insuficiencia cardiaca sin una causa especifica, salvo la presencia de diabetes(75). La
progresion de esta enfermedad es multifactorial y complicada. Se incluyen los siguientes
mecanismos fisiopatoldgicos: alteraciones metabolicas, enfermedad coronaria, alteracion del
sistema nervioso simpatico, alteraciones nerviosas autonoémicas cardiacas, alteracion del sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona y defectos de la autoinmunidad, entre otros(76).

Estudios recientes han demostrado la asociacidn entre miRNAs y miocardiopatia diabética.
Esta se produce por diferentes mecanismos, que a su vez se ven regulados por determinados
miRNAs(75). Se van a tratar los referidos a alteraciones metabdlicas, puesto que anteriormente se
han tratado los diferentes mecanismos fisiopatolégicos que producen insuficiencia cardiaca, con
sus respectivas disregulaciones de los microRNAs.
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Se han identificado 21 miRNAs cuya expresion varia en los siguientes mecanismos
dependiendo de las dianas moleculares sobre las que actien. Para una revision completa consultar
(75), (76), (77), (78), (79), (80), (81), (82) y (83). Los resultados de estas investigaciones se
recogen en la Tabla 6.

Tabla 6. Relacion de microRNAs con miocardiopatia diabética.

Miocardiopatia hipertréfica Fibrosis Apoptosis y Piroptosis  Remodelado eléctrico

miR-1 1(76,77) - 1(75)
miR-9 - - 1(78)
miR-21 - 1(75,79) -
miR-29 - 1(76,80) -
miR-30c 1(75,81) - 1(81)
miR-30d - 1(75,81)
miR-34a - - 1(75,76)
miR-133a 1(75,76) 1(75,76,82) -
miR-144 - - 1(76)
miR-150 1(75,76) - -
miR-181a 1(76,81) - 1(76,81)
miR-195 1(76) - 1(75,81)
miR-200b 1(76) -
miR-206 - - 1(75,76)
miR-208a 1(76) - 1(76) -
miR-301 - - 1(83)
miR-320 - 1(76) -
miR-373 1(75,76) - -
miR-378 1(76) - 1(76)
miR-451 1(75,76) - -
miR-483-3p - 1(76)

Un mecanismo seria la hipertrofia miocardica. En la diabetes, la resistencia a la insulina
tiende a incrementar la acumulacion de acidos grasos libres en plasma, lo que hace aumentar su
oxidacion y suprimir la oxidacién de la glucosa a nivel cardiaco. Esta alteracion de las vias de
crecimiento miocardico y de sefializacion insulinica, se creen relacionadas con la miocardiopatia
hipertréfica y dilatada. Ademas, la oxidacion de los acidos grasos hace generar radicales libres de
oxigeno, induciendo apoptosis(76). La resistencia a la insulina se debe a la infrarregulacion de los
componentes de la sefializacién de la insulina, mediada, en parte, por microRNAs(81). Yildirim et
al(77) demostrd la implicacion del miR-1 con la proteina junctin, favoreciendo la contractilidad
miocardica, mientras que una disregulacién de miR-1, como en condiciones de hiperglucemia, se
asociaba a un defecto en la contractilidad cardiaca.

Otro mecanismo consistiia en la fibrosis miocardica. La hiperglucemia induce
miocardiopatia hipertrofica debido a la acumulacién de triglicéridos y el exceso de &cidos grasos
saturados. El estimulo de la hiperglucemia, ademas, es capaz de disregular a determinados
microRNAs, consiguiendo un aumento de la fibrosis miocardica en pacientes con miocardiopatia
diabética(75,76). Segin Chen et al(82) miR-133a parece inhibir el TGF-B1, por lo tanto un
incremento de dicho miRNA, seria protector en cuanto a fibrosis miocardica se refiere. Ocurre de
manera similar con miR-29, que bloquea el efecto profibrético de IL-6 en la via de TGF-31(80). De
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forma contraria, la presencia de miR-21, estimula la fibrosis mediante la proliferacion de
colageno(79).

También se ha observado un mecanismo de induccion de apoptosis y piroptosis. Altos
niveles de glucosa inducen la apoptosis de los cardiomiocitos, contribuyendo a la patogénesis de la
miocardiopatia diabética. La hiperglucemia también puede inducir la piroptosis del cardiomiocito,
consistente en una muerte celular programada pro-inflamatoria(75). Jeyabal et al(78) sostiene que
la proteina ELAV-like 1 (ELAVL-1), juega un papel importante en la progresion a insuficiencia
cardiaca, promoviendo el aumento de citocinas (caspasa-1 e IL-1) en condiciones de
hiperglucemia. Se ha identificado al miR-9 como inhibidor de ELAVL-1, sin embargo, en
condiciones de hiperglucemia miR-9 se encuentra disminuido.

Por Ultimo, se ha visto en diabéticos la disregulacion de determinados miRs involucrados
en el remodelado eléctrico del miocardio(75), como ocurre con miR-301a, que altera la proteina 2
de los canales de potasio (KChIP2)(83).

4. Perspectivas de futuro
4.1. Aplicacion de técnicas de alto rendimiento (-6micas)

El rapido desarrollo de técnicas de secuenciacion, ha llevado al entendimiento del
transcriptoma y el epigenoma. Los avances en analisis computacionales y algoritmos informaticos,
también han acelerado el descubrimiento de la identificacién de los genes de los miRNA y la
prediccion de sus dianas. MiRBase es una base de datos de secuencias de miRNAs publicadas
con al menos 35828 miRNA maduros en 223 especies(84). Ademas, miRBase proporciona
informacién a otras bases de datos sobre miRNA, como son TargetScan, miRTarBase, TarBase,
miRGen o miRRim. Otra base de datos es Rfam, que ademas de microRNAs, contiene una
coleccion de diferentes familias de RNAs. miR2Disease se centra en miRNAs que estan
involucrados en patologias del sistema cardiovascular y otras enfermedades de la literatura(85).
Esto ha facilitado que se llevaran a cabo estudios clinicos y experimentales para demostrar la
potencial utilidad de los miRNAs circulantes como biomarcadores de diagnostico y pronostico o
como dianas terapéuticas(84).

«» Técnicas de deteccion de miRNAs

Los microRNAs pueden ser extraidos de diferentes variedades de muestras, destacandose
suero y plasma, células, tejidos y tumores. Ademas, los microRNAs deben ser purificados, para lo
que se emplean geles de electroforesis, inmunoprecipitacion-AGO2 o microdiseccion por laser de
captura(86). Por ultimo, para determinar los perfiles de miRNA se utilizan diferentes técnicas (para
las que existen diferentes kits comerciales), siendo las mas usadas en estudios clinicos NGS (Next
Generation Sequencing), microarrays o RT-gPCR(87), aunque otras técnicas son Northern blot,
deteccion en fase liquida o hibridacion in situ(88).

Una de las técnicas de NGS mas usadas consiste en ligar miRNAs purificados a
adaptadores en los extremos 3 y 5, siendo subsecuentemente convertidos en DNA
complementario (DNAc). Durante un paso de amplificacion posterior, se introducen secuencias
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indicadoras en los cDNAs que conformaran la biblioteca cDNA, permitiendo ulteriormente el analisis
paralelo de numerosas muestras en un Unico experimento. Estas bibliotecas de cDNAs son
aplicadas a un panel de flujo, donde cDNAs simples son capturados y amplificados, generando asi
localizaciones clonales de cada cDNA en el panel de flujo. Este panel es posteriormente
secuenciado mediante fluorescencia, permitiendo una cuantificacion exacta, incluso de especies
raras de miRNAs. Sin embargo, es un proceso costoso en tiempo y dinero, ademéas aln no esta
estandarizado(87).

La tecnologia de microarray se basa en la hibridacion de &cidos nucleicos entre las
moléculas que van a ser analizadas y sus correspondientes rastreadores complementarios,
permitiendo la cuantificacion de grandes numeros de miRNAs simultineamente en un mismo
experimento. La cuantificacion de miRNAs normalmente consiste en un portaobjetos de cristal que
contiene oligonucledtidos cortos que exclusivamente se unen a una Unica especie de miRNA. Estos
oligonucledtidos pueden estar formados por DNA, RNA u otros acidos nucleicos, siendo LNA (&cido
nucleico locked o cerrado) el que presenta mayor afinidad a los miRNAs. Tras varios dias de
procesos de hibridacién y lavado de la muestra eliminando miRNAs no unidos, se procede a
escanear el microarray mediante fluorescencia. En contraposicién a NGS, los microarrays no
pueden ser usados para descubrir nuevos miRNAs, asi como tampoco discriminan entre especies
distintas de miRNAs(87).

Por Ultimo, la manera mas directa de detectar miRNAs en el laboratorio clinico es mediante
RT-gPCR. La metodologia esta basada en la transcripcién reversa del RNA a cDNA, seguida de
una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa. A la muestra de miRNA se le trata
enzimaticamente con una polimerasa A, que se unira al extremo 3’ del miRNA. El resultante RNA
poliadenilado, que contiene el precursor miRNA, otros RNAs pequefios y el mRNA,
respectivamente, es transcrito inversamente usando un oligo (dT) primer universal. EI ¢cDNA
resultante es amplificado y el producto resultante de la PCR es detectado por intercalado y
fluorescencia. EI RT-gPCR es el test con mayor sensibilidad mostrada y el perfil de sensibilidad,
especificidad, precision y reproductibilidad mas equilibrado de los aqui nombrados(87).

Nuevas tecnologias estdn constantemente emergiendo, siendo una de las mas
prometedoras la plataforma NanoString®. La tecnologia esta basada en un nuevo método de
deteccion molecular digital y mediante codigo de barras utilizando rastreadores codificados con
color. Para una mayor revision sobre ésta técnica consultar Waggott et al(89).

«» Técnicas de identificacion de dianas de miRNAs

Los miRNAs interactuan con los RNA mensajeros diana de diferentes formas (Figura 7).
Existen numerosos métodos de prediccion de dianas, diferenciandose en los distintos parametros
de interaccion del miRNA con el mRNA que identifica cada uno de ellos. A continuacion se citaran
diferentes métodos de prediccion asociados al parametro de interaccién que predomina en su
método de identificacion(90).

Algunos métodos basados en localizar la regiéon semilla del miRNA (localizada en el
extremo 5’) son PicTar, TargetScan o Miranda. Existen otros métodos mas especificos, que
detectan determinadas variaciones en las regiones semilla (bucles y bloques de aminoacidos que
dificultan la lectura de la regién semilla y que determinan la accesibilidad del miRNA a la zona
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diana del mRNA), tales como DIANA-microT, FindTard, TargetRank, etc. Por otro lado, existen
cinco métodos disponibles que centran sus predicciones en las consideraciones termodindmicas de
los miRNAs (es decir, la formacidn de un doblete de miRNA estable que permita la interaccion con
su mRNA diana): FastH, MicroTar, PITA, RNAhybrid y StarMir. En los mRNAs diana se encuentran
regiones de union de diferentes miRNAs muy proximas que permiten la sinergia de varios miRNA
para interactuar con dichos mRNAs diana; se encargan de analizarlas métodos como TargetScans,
TargetRank, PicTar o HITs-CLIP. Por ultimo, se han identificado proteinas fijadoras de RNA (PolyA
0 ARE) que intervienen en esta interaccion, pero ningun método de analisis ha incluido este
proceso en su técnica de identificacion de dianas de miRNA(90).
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Figura 7. Parametros de interaccion de miRNA con mRNA(90).

En el panel A se observa un dibujo de microRNAs y proteinas fijadoras de RNA interactuando con un mRNA
diana. Se pueden observar los diferentes parametros de interaccion de los miRNA con los mRNA, a saber:
lugares de unién del miRNA (1), la presencia de miRNAs colaboradores (2) y la presencia de proteinas de
interaccion (3). En el panel B se detallan los lugares de unién del miRNA, incluyéndose: la region semilla
(1a), la termoestabilidad del doblete (1b) y la accesibilidad estructural de la regiones que rodean los lugares
de unién del miRNA (1c).

4.2. miRNA en la regeneracion miocardica

La baja capacidad regenerativa de los cardiomiocitos es el principal problema de la
reparacion cardiaca. Se han desarrollado diferentes estrategias con la intencién de obtener nuevos
cardiomiocitos: induccion de células madre pluripotenciales (iPSCs) y su diferenciacion a
cardiomiocitos, activacion de células madre cardiacas preexistentes, estimulacion de cardiomiocitos
para su reentrada en el ciclo celular o reprogramacién de fibroblastos hacia cardiomiocitos. Es
novedoso el descubrimiento de determinados factores de transcripcion (Oct4, Sox2, KIf4 y c-myc),
capaces de reprogramar células terminales diferenciadas hacia iPSCs(91). Se ha visto que el
traspaso de iPSC tras un infarto de miocardio, ha favorecido la restauracion de la contractilidad, el
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tejido cardiaco y el grosor de la pared ventricular. Hodgkinson et al (92) utilizaron un combo de 7
miRs sobre fibroblastos in vitro (miR-1, miR-126, miR-133a, miR-138, miR-206, miR-208a y miR-
499) observando en una semana la expresion de troponinas cardiacas y en 4 semanas sarcomeras
organizadas, contraccion y oscilaciones de calcio espontdneas. También demostraron in vivo que
es mas eficiente, pero mas progresivo y mas lento.

% Regeneracion celular cardiaca

El corazon tiene una capacidad limitada de regeneracion celular. Los miRNAs se encargan
también de regular estos procesos, como pueden ser: la activacion de la diferenciacion de células
madre cardiacas (CSCs), la reprogramacion de fibroblastos o la proliferacién cardiomiocitaria(42).

Se han identificado 31 miRNAs cuya expresion varia en estos mecanismos en funcion de la
diana fisiopatoldgica sobre la actlen. Para una revision completa consultar (45), (91), (92) y (93).
Los resultados de estas investigaciones se recogen en la Tabla 7.

Tabla 7. Relacion de microRNAs con la regeneracion cardiaca.

Proliferacion cardiomiocitos Diferenciacion células madre Reprogramacion celular

miR-1 1(45,91) 1(93) 1(91,93)

miR-15 1(92) - -

miR-17 1(92,93) 1(93)

miR-21 - 1(92)

miR-25 - 1(92)

miR-29 N/C(93) -
miR-29a - 1(92)

miR-34a - 1(92)

miR-92 1(92,93) 1(93)

miR-99 1(93) -
miR-106b - 1(92) -
miR-133 1(93) 1(93) 1(91,93)
miR-138 - 1(92) -
miR-195 -
miR-199a 1(92,93) 1(92)

miR-204 1(92) - -
miR-208 - 1(91,93)
miR-222 1(92) - -
miR-291 - 1(92) 1(93)
miR-294 - 1(92) 1(93)
miR-295 - 1(92) 1(93)
miR-302 1(92) - 1(93)
miR-302b N/C(92) - 1(92)
miR-302d - 1(92) -
miR-363 - - 1(92)
miR-367 1(92) 1(92) 1(93)
miR-372 - - 1(92)
miR-499 - 1(93) 1(91)
miR-518 N/C(92) - -
miR-590 1(93)
miR-1825 N/C(92)
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El primer mecanismo a tratar es la proliferacion cardiomiocitaria. El corazén de los
mamiferos crece principalmente por proliferacion de los cardiomiocitos durante la embriogénesis y
el desarrollo fetal. Tras el nacimiento, gran parte de esos cardiomiocitos, que eran mononucleados,
pasan a ser binucleados y, por tanto, se piensa que incapaces de dividirse. Por lo tanto, se asume
que el crecimiento cardiaco postnatal es por hipertrofia de estos cardiomiocitos y no por
proliferacién celular. Sin embargo, se ha visto que existe una pequefia renovacion cardiomiocitaria
(aproximadamente de un 1% anual en mamiferos) procedente de cardiomiocitos preexistentes. Se
conoce ademas, que la sintesis de DNA cardiomiocitario disminuye con la edad y que el dafio
miocardico estimula la divisién de cardiomiocitos preexistentes, siendo esta respuesta mas
importante de la homeostasis cardiaca que la que ofrece la diferenciacién de progenitores
celulares(93).

Otro mecanismo es la diferenciacion de cardiomiocitos a células madre. Los miRNAs se
encuentran involucrados en varios aspectos del control del ciclo celular de los cardiomiocitos,
incluyendo la maduracion postnatal y la diferenciacion terminal, asi como su proliferacién. Algunos
miRNAs promueven la diferenciacion de células madre a cardiomiocitos, potenciando la
restauracion de la masa y de la funcion miocérdica en el corazén infartado. Ademas, algunos
estudios han mostrado que son capaces de convertir células ya diferenciadas en cardiomiocitos, es
lo que se conoce como reprogramacion celular(93). Se ha demostrado que la sobreexpresion de
miRNA-1 inactiva IGF1, factor pleiotrépico de varios tipos celulares, por lo tanto, la ausencia de
miRNA-1 favorece la proliferacion de cardiomiocitos(45). Varios microRNAs se han visto
involucrados en la proliferacion de células madre cardiacas. Estas células madre deben tener un
fenotipo caracterizado por una rapida proliferacién, una fase S reducida y una baja expresion de
inhibidores del ciclo celular (p21-p53). Ademas deben presentar determinados marcadores
cardiacos (Oct4, Sox2, KIf4 y cMyc, entre otros) que favorecen su diferenciacion a miocardiocitos,
pudiendo ser dianas efectoras de determinados miRNAs(92).

Por ultimo, se va a tratar el mecanismo de reprogramacion celular. Algunos microRNAs son
capaces de inducir la expresion de dichos marcadores cardiacos en fibroblastos y ademas, son
eficientes en la conversion de esos fibroblastos en células con propiedades funcionales
caracteristicas de los cardiomiocitos (canales tipo L, oscilaciones espontaneas del calcio y
contractilidad)(93). Nam et al(94) declaré que la combinacién de determinados factores de
crecimiento (HAND2, TBX5, MYOCD) con miR-1 y miR-133 activd la expresion de marcadores
cardiacos, pero la mayoria de cardiomiocitos estaban en un estado parcial de reprogramacion.
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5. Conclusiones

Viendo los miRNAs mas repetidos entre las diferentes patologias mencionadas en esta
revision, se puede llegar a la conclusion de que los miRNAs mas sensibles de insuficiencia
cardiaca son los recogidos en la Tabla 8, incluyéndose aquellos que aparecian en tres 0 mas
causas de insuficiencia cardiaca.

Tabla 8. miRNAs mas sensibles de insuficiencia cardiaca

Hipertrofia Hipertension Isquemia Fibrilaciéon Miocardiopatia
miocardica arterial miocardica Auricular diabética
miR-1 ! T 1 T I
miR-9 1 ! - - !
miR-21 T M I 1 T
miR-26 l 1 1 ! -
miR-29 - 1 1 M !
miR-30 - ! 11y o 11y
miR-101 ! - 1 ! -
miR-133 1 N/C ! ! !
miR-145 ! | 1M ! -
miR-150 ! - ! ! l
miR-155 1 1M ! -
miR-221 1 1M} 1
miR-320 - - 0 ! 1

Por otro lado, los miRNAs mas especificos de cada una de las patologias causantes de
insuficiencia cardiaca mencionadas en esta revisién son los recogidos en la Tabla 9, incluyendo
aquellos que aparecian exclusivamente en una sola de las causas aqui recogidas de insuficiencia
cardiaca.
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Tabla 9. miRNAs mas especificos de insuficiencia cardiaca

Hipertrofia Hipertension Isquemia miocardica Fibrilacion Miocardiopatia
miocardica arterial Auricular diabética
miR-19a/b 1 miR-16 1 miR-7a/b ! miR-192-5p 1 miR-195 1
miR-23a 1 miR-17 1 miR-15 1 miR-517 1 miR-451 1
miR-98 ! miR-25 ! miR-33 1 miR-590 !
miR-199a/b 1 miR-31 | miR-93 ! miR-664 1
miR-350 1 miR-129-3p 1 miR-96 !
miR-132 1 miR-99a !
miR-141 1T miR-103/107 0
miR-143 ! miR-124a !
miR-182 1 miR-128 M
miR-217 1 miR-130b 1
miR-329 1 miR-138 !
miR-505 1 miR-140 1
miR-637 l miR-142-3p !
miR-712 0 miR-147 !
miR-148a 1
miR-153 1
miR-188-3p !
miR-204 !
miR-214 !
miR-302a 0
miR-325 1
miR-342-5p 0
miR-424/322 !
miR-455-5p l
miR-494 1
miR-497 1
miR-506-3p 1
miR-512-3p l
miR-613 !
miR-758 1
miR-761 !
miR-873 !
miR-874 1
miR-2861 1
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