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l. INTRODUCCION

1. Insuficiencia cardiaca

1.1 Definicion y terminologia

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome caracterizado por distintos sintomas (fatiga,
disnea o hinchazén de tobillos) que pueden ir acompanados por signos (presidon de la vena
yugular elevada, chasquidos pulmonares o edemas periféricos) causadas por anormalidades
funcionales y/o estructurales cardiacas que dan como resultado un gasto cardiaco reducido
y/o presiones intracardiacas elevadas en reposo o durante eventos de estrés. (Ponikowski et
al., 2016)

La definicion actual de IC se restringe en si misma a estadios en los cuales los sintomas clinicos
se encuentran patentes. Antes de que estos sintomas aparezcan, los pacientes pueden
presentar anormalidades cardiacas asintomaticas, tanto estructurales como funcionales, entre
las cuales destaca la disfuncidén sistdlica o diastélica del ventriculo izquierdo. El reconocimiento
de estos antecedentes es muy importante ya que estan relacionados con un peor desarrollo de
la enfermedad. Por otro lado, el comienzo de un tratamiento en los estadios iniciales de la
enfermedad puede reducir la mortalidad en pacientes con disfuncidn sistélica asintomatica del
ventriculo izquierdo. (Wang et al., 2003)

La demostracion de un motivo cardiaco subyacente es clave para el diagndstico adecuado de la
IC. Normalmente existen anormalidades en el miocardio que desencadenan una disfuncién
sistdlica o diastdlica ventricular. Sin embargo, anormalidades en las valvulas, pericardio,
endocardio, ritmo cardiaco y circulacion pueden causar también IC. La identificacion del
problema cardiaco existente es crucial por razones terapéuticas, ya que la patologia concreta
determina el tratamiento especifico utilizado para paliarla. (Ponikowski et al., 2016)

Como podemos ver en la Tabla 1, la terminologia principal usada para describir la IC es
histérica y esta basada en la medicién de la fraccién de eyeccidn (FE) del ventriculo izquierdo.
La IC comprende un amplio rango de pacientes, desde aquellos con FE del ventriculo izquierdo
normal (considerada como 250%; IC con FE preservada; FEp) hasta aquellos que presentan una
FE del ventriculo izquierdo reducida (FEr, considerada como <40%). Los pacientes que poseen
una FE del ventriculo izquierdo entre el 40 y el 49% representan un “area gris” que se define
como IC con FE de rango medio (ICFErm). Establecer las diferencias entre los pacientes con IC
basadas en la FE es muy importante debido a las diferencias existentes a niveles etioldgicos,
demograficos, de comorbilidades y de respuesta a distintas terapias. (Butler et al., 2014)



Tabla 1. IC en funcion de la FE del ventriculo izquierdo

Tlpo Caracteristicas FEVI (%)
IC con FE preservada (ICFEp). Aumento del grosor de la
pared del y/o de la auricula >50
izquierda
IC con FE en rango medio Disfunciodn sistdlica leve con
(ICFErm). caracteristicas de disfuncion 40-49
diastélica
IC con FE reducida (ICFEr). Presencia de disfuncion
tanto sistélica como <40
diastélica

IC: Insuficiencia cardiaca; FE: Fraccion de eyeccion; (Datos extraidos de Ponikowski et al., 2016)

Por otro lado, también se puede clasificar la IC en funcidon del desarrollo de sintomas o
cambios estructurales. La Fundacion Americana de Cardiologia/Asociacion Americana del
Corazdn establece la clasificacion representada en la Tabla 2. (Yancy et al., 2013)

Tabla 2. Clasificacion IC por FAC/AAC

Etapa Sintomas

Con alto riesgo de IC, pero sin cardiopatia

A estructural ni sintomas de IC.

B Cardiopatia estructural, pero sin signos ni
sintomas de IC.

C Cardiopatia  estructural con sintomas
previos o actuales de IC.

D IC refractaria que requiere intervenciones
especializadas.

IC: insuficiencia cardiaca; FAC: Fundacion Americana de Cardiologia; AAC: Asociacion
Americana del Corazén. (Datos extraidos de la Fundacién Americana de Cardiologia. Yancy et
al., 2013)

1.2 Epidemiologia y etiologia

La prevalencia de la IC depende de la definicidn aplicada, pero equivale aproximadamente al 1-
2% de la poblacién adulta en los paises desarrollados, llegando a crecer a mas del 10% en la
poblacién mayor de 70 afos. En la poblacién mayor de 65 afios que presente disnea al realizar
esfuerzos, uno de cada seis padecera de IC no diagnosticada. El riesgo de por vida con 55 afios
es del 33% en hombres y del 28% en mujeres. La proporcion de pacientes con ICFEp varia entre
el 22 y el 73% en funcidn de la definicién aplicada, el entorno clinico, la edad, el sexo o la
existencia de un infarto de miocardio previo entre otros. La ICFEp y la ICFEr parecen tener
perfiles epidemioldgicos y etioldgicos distintos. (Van Riet et al., 2014)

La mortalidad derivada de cualquier causa generalmente es mayor en pacientes con ICFEr que
en pacientes con ICFEp. En numerosas ocasiones, las hospitalizaciones son debidas a causas no
cardiovasculares, especialmente en pacientes con ICFEp. Las hospitalizaciones por causas
cardiovasculares no variaron del 2000 al 2010, sin embargo, si que lo hicieron aquellas que
derivaban de causas no cardiovasculares. (Gerber et al., 2015) En pacientes con IC, la mayoria
de las muertes se produjeron debido a causas cardiovasculares, principalmente la muerte
sUbita o un empeoramiento de la propia IC.



Los datos europeos mas recientes demuestran que los ratios de mortalidad en pacientes
hospitalizados con IC tanto de forma estable como ambulatoria fueron del 17 y el 7%
respectivamente vy, los ratios de hospitalizacién fueron del 44 y el 32% respectivamente.
(Maggioni et al., 2013)

La etiologia de la IC es diversa dentro y a lo largo de las distintas regiones del planeta. No
existe un Unico sistema de clasificacion para las causas de la IC y ademds suele haber
solapamiento entre las categorias potenciales. Como se puede observar en la Tabla 3, muchos
pacientes tendran diferentes patologias, tanto cardiovasculares como no cardiovasculares, las
cuales agrupadas causan IC. La identificacién de estas patologias diversas debe ser parte del
trabajo de diagndstico, ya que estas pueden ofrecer oportunidades de tratamiento especificas.



Tabla 3. Etiologias de la IC

MIOCARDIO DANADO

Insuficiencia cardiaca
isquémica

Cicatriz miocardica

Hibernacion miocardica

Enfermedad epicardial de
la arteria coronaria

Microcirculacion coronaria
anormal

Disfuncion endotelial

Dafio toxico

Abuso de sustancias

Alcohol, cocaina, anfetaminas, esteroides
anabdlicos .

Metales pesados

Cobalto, hierro...

Medicacion

Drogas citostaticas

Radiacion

Dafio inflamatorio

Relacionadas con infeccion

Bacterias, hongos, protozoos, parasitos...

No relacionadas con
infeccion

Enfermedades autoinmunes, miocarditis
eosinofilica...

Infiltracion

Relacionadas con
malignicidad

Infiltraciones directas

No relacionadas con

Enfermedades de almacenamiento del

malignicidad glucdgeno, amiloldosis, sarcoidosis...
Desequilibrios metabdlicos | Hormonal Enfermedades de |a tiroides, deficienciaen GH,
diabetes, sindrome metabdlico...
Nutricional Deficiencias en tiamina, selenio, hierro,

fosfatos, calcio...

Anormalidades genéticas

Formas diversas

Miocardiopatia hipertrofica, miocardiopatia
dilatada...

CONDICIONES DE DESARROLLOANORMALES

Hipertensién

Defectos estructuralesen | Adquirida Enfermedades de las valvulas pulmonar,
las valvulas del miocardio tricUspide, aortica y mitral

Congénita Defectos en el septo atrial y ventricular
Patologias del Pericardial Efusion pericardial

endomiocardioy el
pericardio

Endomiocardial

Sindrome hipereosindfilo, fibrosis
endomiocardica...

Estado de alto rendimiento

Anemia severa, sepsis, enfermedad de Paget,
embarazo...

Sobrecarga de volumen

Fallo renal

ARRITMIAS

Taquicardias

Arritmias ventriculares atriales

Bradicardias

Disfunciones en el nddulo sinusal, problemas
de circulacién

IC: Insuficiencia cardiaca (Modificado de Ponikowski et al., 2016)



1.3 Miocardiopatias

Las miocardiopatias (MCI) son desérdenes del musculo cardiaco que causan una disfuncion
eléctrica y/o mecanica que da como resultado una patofisiologia restrictiva, hipertrofica o
dilatada.

La MCl isquémica se define como una disfuncidn sistdlica del ventriculo izquierdo acompanada
de alguna de las siguientes caracteristicas: antecedentes de revascularizacion miocdrdica
previa o de infarto, mas del 75% de estenosis en el tronco principal izquierdo o en la arteria
descendente anterior izquierda, o dos vasos o mas con una estenosis superior al 75%. Todo
ello genera una pérdida de cardiomiocitos y la activacién de distintos mecanismos de
compensacién para poder mantener el gasto cardiaco, los cuales generan habitualmente
hiperplasia de células endoteliales y fibroblastos e hipertrofia de cardiomiocitos (Figura 1).
Existen multiples mecanismos que se atribuyen al desarrollo de la MCI isquémica, entre los
cuales se incluyen factores mecdnicos y neurohormonales. (Felker et al., 2002)

La MCI isquémica continda siendo la causa de fallo cardiaco mds comun en el mundo
desarrollado. El aumento de la incidencia se atribuye al éxito de la intervencién coronaria
percutanea primaria y trombolitica en infartos agudos de miocardio, lo que conduce a una
mejor supervivencia del paciente, aunque a menudo también genera una mayor morbilidad
debido a la remodelaciéon del ventriculo izquierdo y la disfuncion miocardica croénica.
(Gheorghiade et al., 2006)
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Figura 1. MCl: Miocardiopatia isquémica. (Modificado de Mihatov et al., 2018)

1.4 Diagndstico

Los sintomas de la IC a menudo son inespecificos y, por lo tanto, no ayudan a discriminar entre
la IC y otros problemas. Los signos, como presidn venosa yugular elevada y desplazamiento del
impulso apical, pueden ser mas especificos, pero son mas dificiles de detectar y tienen poca
reproducibilidad. Los sintomas y signos pueden ser particularmente dificiles de identificar e
interpretar en individuos obesos, en ancianos y en pacientes con enfermedad pulmonar
crénica. Los pacientes mas jovenes con IC a menudo tienen una etiologia, una presentacion
clinica y un resultado diferentes en comparacidn con los pacientes de mayor edad. (Kelder et
al., 2011)

Siempre es necesario obtener un historial médico detallado. La IC es inusual en un individuo
que no presente antecedentes médicos relevantes, mientras que ciertas caracteristicas,
particularmente el infarto de miocardio, aumentan en gran medida la posibilidad de sufrir IC
en un paciente que presente los sintomas y signos adecuados. (Fonseca, 2006)

En las visitas médicas se deben evaluar los sintomas y signos de la IC, prestando especial
atencion a la evidencia de congestidn.

La concentracién plasmatica de péptidos natriuréticos (PN) se puede utilizar como prueba de
diagndstico inicial, especialmente en casos no agudos cuando la ecocardiografia no esta
disponible de inmediato. Los PN elevados ayudan a establecer un diagndstico inicial,
identificando a aquellos pacientes que requieren de una investigacidon cardiaca adicional. Es



improbable que los pacientes con concentraciones plasmaticas normales de PN padezcan IC.
(Roberts et al., 2015)

Un electrocardiograma (ECG) anormal aumenta la probabilidad del diagndstico de IC, pero
presenta baja especificidad. Algunas anomalias en el ECG brindan informacién sobre la
etiologia (por ejemplo, infarto de miocardio), y los hallazgos en el ECG pueden proporcionar
indicaciones para el tratamiento (por ejemplo, marcapasos para bradicardia). La IC es
improbable en pacientes que presentan un ECG completamente normal (posee sensibilidad del
89%). Por lo tanto, el uso rutinario de un ECG se recomienda principalmente para descartar IC.

La ecocardiografia es la prueba mas util para establecer el diagndstico en pacientes con
sospecha de IC. Proporciona informacién inmediata sobre los volimenes de las camaras, la
funcidn sistélica y diastdlica ventricular, el grosor de la pared, la funcién valvular y la
hipertension pulmonar. Esta informacidn es crucial para establecer el diagndstico y determinar
el tratamiento adecuado. (Paulus et al., 2007)

1.5 Tratamiento

Los objetivos del tratamiento de los pacientes con IC son mejorar su estado clinico, capacidad
funcional y calidad de vida, prevenir el ingreso hospitalario y reducir la mortalidad.

Durante los ultimos 30 afios, la mejora en los tratamientos y su implementacién han permitido
que exista una mayor supervivencia y una tasa de hospitalizacidn en pacientes con ICFEr
mucho mas reducida. Sin embargo, no existe un tratamiento curativo, sino que los
tratamientos disponibles se centran en los sintomas y la causa que esta originando la IC, en
muchos casos, estos tratamientos no son suficientes. El trasplante cardiaco es el tratamiento
de eleccion en la IC terminal refractaria a tratamiento médico o quirudrgico.

Se ha demostrado que los antagonistas neurohormonales (IECA, ARM y betabloqueantes)
mejoran la supervivencia en pacientes con ICFEr y se recomiendan para el tratamiento de
todos los pacientes con ICFEp, a menos que estén contraindicados o no se toleren.

Estos medicamentos deben usarse junto con diuréticos en pacientes con sintomas y/o signos
de congestion. El uso de diuréticos debe modularse de acuerdo con el estado clinico del
paciente. (Ponikowski et al., 2016)

Los sintomas y signos son de vital importancia para monitorizar la respuesta del paciente al
tratamiento y conocer la estabilidad de este a lo largo del tiempo. La persistencia de los
sintomas a pesar del tratamiento generalmente suele indicar la necesidad de una terapia
adicional. Por otro lado, el empeoramiento de los sintomas es un desarrollo grave (que pone
al paciente en riesgo de hospitalizaciéon urgente y muerte) y requiere la necesidad de atencion
médica inmediata. (Roberts et al., 2015)



2. microARNSs

2.1 Biogénesis de los microARNs

Los microARNs (miARNs) son pequefios ARNs no codificantes monocatenarios de
aproximadamente 21-23 nucleétidos de longitud. Poseen una uridina en su extremo 5’
parcialmente complementaria al extremo 3’ de las regiones no traducidas de los ARNs
mensajeros (ARNm). (Lee & Ambros, 2001)

Los miARNs reclutan a un complejo proteico llamado Argonaute (AGO) para un ARNm diana
complementario y este proceso produce la represiéon de la traduccién o la degradacién del
ARNm. (Wu et al., 2006)

Se descubrieron por primera vez en Caenorhadbitis elegans y se trata del tipo de ARN pequefio
mas abundante. Hoy en dia se han detectado miARNs en practicamente todos los modelos
animales y la cantidad de estos se correlaciona con la complejidad del organismo. Los seres
humanos tienen aproximadamente 2000 miARNs descritos. El genoma humano estd formado
por un gran numero de genes de miARNs, los cuales representan el 1-5% de todos los genes
del genoma. Ademds, los miARNs de mamiferos regulan aproximadamente el 60% de todos los
genes que codifican proteinas. Debido a que varios miARNs tienen como diana el mismo
ARNm, se puede decir que no existe una correlacién lineal entre los miARNs y la expresiéon de
los ARNm. (Friedlander et al., 2014)

En el afio 2000 se descubrid6 un segundo miARN, let-7, el cual se encuentra altamente
conservado entre diversas especies. Estos hallazgos estimularon la realizacion de muchos mas
estudios y muy pronto se descubrieron nuevos miARNs en Caenorhadbitis elegans, Drosophila
melanogaster y en el genoma humano.

La biogénesis de los miARN (Figura 2) estd mediada por multiples pasos: la transcripcion de los
transcritos primarios de miARN, el procesamiento nuclear por Drosha, la exportacién
nucleocitopldsmica, el procesamiento citopldsmico por Dicer y la formacion del complejo de
silenciamiento inducido por RISC con las proteinas Argonautas (Ago). (Matsuyama & Suzuki,
2020)

La biogénesis de los miARNs comienza con la generacion de largos transcritos de miARNs
primarios (pri-miARNs), principalmente por la ARN polimerasa Il. Los pri-miARNs son
procesados a ARNs con estructura de horquilla, denominados miARNs precursores (pre-
miARNs), por el complejo Drosha en el nucleo. El complejo Drosha estd formado por la
ARNasa lll, Drosha, y la proteina de unién a ARN de doble cadena (dsARN), la regién critica 8
del sindrome de DiGeorge (DGCR8), asi como por varias proteinas asociadas. Tras el
procesamiento de Drosha, los pre-miARNs son exportados al citoplasma por la exportina-5
(XPO5). Posteriormente, los pre-miARNs son procesados por la ARNasa Ill, Dicer, en el
citoplasma, liberando un duplex de miARN de 21-24 nt. (Ha & Kim, 2014)

A continuacion, el diplex de miARN se carga en una proteina Ago para formar el RNA-induced
silencing complex (RISC). La formacion del RISC estabiliza tanto a los miARNs como a las
proteinas Ago. (Becker et al., 2019)

Por ultimo, el complejo Ago-miARN se une predominantemente a la regidon 3’ no traducida
(3'UTR) de los ARNm objetivo de forma especifica a la secuencia e induce la represién de la
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diana con la adicidn de proteinas TNRC6 acortando las colas de poli(A) de los ARNm,
reprimiendo la traduccion y desestabilizando los ARNm. (Ha & Kim, 2014)
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Figura 2. Biogénesis de miARNs (Modificado de Matsuyama & Suzuki, 2020)

2.2 Transcripcion y regulacion de los miARNs

Los genes de miARN se transcriben a través de la ARN polimerasa Il (Pol Il) y el largo transcrito
primario tiene una estructura de horquilla que contiene las secuencias de miARN. (Figura 3).

Control Transcripcional
p53 (cluster miR-34)
MYC {cluster miR-17)
MYOD 1 {cluster miR-1)
MYC (cluster miR-15a)

—

ARN Pol 11
—>
|
Gen miRNA AN

ZEB1 y ZEB2 {cluster miR-200)

Transcripcion

Figura 3. Mecanismo de transcripcion y regulacion transcripcional de los miARNs.
(Modificado de Ha & Kim, 2014)

Las secuencias de miARN se encuentran en varios contextos gendmicos. En los seres humanos,
la mayoria de los miARNs estan codificados por intrones de transcripciones no codificantes o
codificantes, pero algunos miARNs estan codificados por regiones exdnicas. A menudo, varios
loci de miARN estan muy cerca unos de otros, constituyendo una unidad de transcripcion
policistronica. Los miARNs de un mismo cluster generalmente se cotranscriben, pero los
miARNs individuales pueden ser regulados adicionalmente a nivel post-transcripcional.

(Monteys et al., 2010)
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La ARN Pol Il esta controlada por distintos tipos de reguladores entre los cuales destacan los
reguladores epigenéticos. Ademas, se ha demostrado que la ARN Pol Ill transcribe algunos
miARNs virales. Algunos ARN pequefios enddégenos similares a los miARN se derivan de los
ARNt, son transcritos por la ARN Pol lll. Los factores de transcripcidon, como p53, MYC, ZEB1 y
ZEB2, y la proteina de determinacion de mioblastos 1 (MYOD1) regulan positiva o
negativamente la expresién de los miARNs. (Figura 3). El control epigenético, como la
metilacién del ADN y las modificaciones de las histonas, también contribuyen a la regulacidn
génica de los miARNs. (Davis-Dusenbery & Hata, 2010)

2.3 Procesamiento nuclear

Tras la transcripcion, el miARN primario (pri-miARN) se somete a varios pasos de maduracion.
El pri-miARN es largo (normalmente mas de 1 kb) y contiene una estructura local de bucle de
tallo, en la que se acoplan secuencias de miARN maduras. Un pri-miARN tipico consta de un
tallo de 33-35 pb, un bucle terminal y segmentos de ARN monocatenario en los lados 5’ y 3'. La
ARNasa lll nuclear Drosha inicia el proceso de maduracidn recortando el bucle del tallo para de
esta forma poder liberar un pequefio ARN en forma de horquilla de alrededor de 65
nucledtidos de longitud (pre-miARN). Junto con su cofactor esencial DGCRS8, Drosha forma un
complejo llamado Microprocessor. (Figura 4). (Davis-Dusenbery & Hata, 2010)

Drosha

IRico en Pro; Rico en Arg v Ser RIlIDa RIIDb | dsRBD

G T l/f‘ \

( 6 G B-O13722a

NLS Union DGCRS8 Catalisis
DGCRS HBD dsRBD

——— @EBO-0— 7732
NLS Dimerizacion Union Drosha

Figura 4. Estructura de Drosha y DGCR8. (Modificado de Ha & Kim, 2014)
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2.3.1 El complejo Microprocesador

Drosha (Figura 4) es una proteina nuclear de alrededor de 160 kDa, pertenece a una familia de
endonucleasas de tipo RNasa Il que actuan especificamente sobre el ARN de doble cadena. La
parte aminoterminal de Drosha es prescindible para el procesamiento de pri-miARN in vitro
pero es necesaria para la localizacién nuclear en las células. En su extremo carboxilo, Drosha
tiene dominios RNasa Il en tandem (RIIIDs) y un dominio de unién a dsARN (dsRBD). Dos RIIIDs
dimerizan intramolecularmente para formar un centro de procesamiento en la interfaz entre
los RIIIDs. El primer RIID (RIlIDa) corta la cadena 3’ del tallo del pri-miARN, mientras que el
segundo RIIID (RIIIDb) corta la cadena 5’ para producir un extremo escalonado con un saliente
en 3’ de dos nucledtidos de longitud. (Achkar et al., 2016)

La actividad adicional de unidén al ARN la proporciona DGCRS8, que se recluta a través de la
region media de Drosha . DGCR8 (Figura 4) es una proteina de 90 kDa que se localiza en el
nucleoplasma y el nucléolo. Los dos dsRBDs de DGCR8 reconocen el pri-miARN, mientras que
su extremo C conservado interactua con Drosha. La estructura de una proteina DGCR8 parcial
sugiere que los dos dsRBDs estan fuertemente empaquetados contra la hélice terminal C50. La
region terminal N contiene la sefial de localizacién nuclear. La regidn central de DGCRS8 se une
al hemo y media la dimerizacién. El dominio de unién al hemo y su interaccién con los iones
férricos son necesarios para el procesamiento eficiente del pri-miARN. (Weitz et al., 2014)

La eficiencia del procesamiento mediado por Drosha es crucial para determinar la abundancia
de miARNSs. Existen multiples mecanismos para controlar el nivel de expresion, la actividad y la
especificidad de Drosha. Un ejemplo notable es la autorregulacién entre Drosha y DGCRS.
DGCR8 estabiliza a Drosha a través de interacciones proteina-proteina, mientras que Drosha
desestabiliza el ARNm de DGCR8 cortandolo en una horquilla en el segundo exdn. Este bucle
de regulacién cruzada permite el mantenimiento homeostdtico de la actividad del
microprocesador y estd profundamente conservado en todo el reino animal.

La modificaciéon postraduccional puede regular la estabilidad de la proteina, la localizacién
nuclear y la actividad de procesamiento del Microporcesador . La fosforilacién de Drosha por la
glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK3p) es necesaria para la localizacion nuclear de Drosha . La
acetilacién de Drosha por una enzima no identificada inhibe su degradacion y la estabiliza.
DGCR8 puede ser desacetilada por la histona desacetilasa 1 (HDAC1), lo que aumenta la
afinidad de DGCR8 por los pri-miARNs. DGCR8 es fosforilada por ERK, lo que aumenta la
estabilidad de DGCR8. (Wada et al., 2012)
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Figura 5. Regulacion del Microprocesador. (Modificado de Ha & Kim, 2014)

Regulacion del procesado de Drosha

2.3.2 Procesamiento del pri-miARN

Dado que el corte de Drosha define la terminacién de un miARN vy, por tanto, determina su
especificidad, es importante que el microprocesador reconozca y corte con precision un pri-
miARN. Drosha escinde la horquilla a aproximadamente 11 pb de la unién “basal” entre el ARN
monocatenario y el ARNdc, y a aproximadamente 22 pb de la unién “apical” ligada al bucle
terminal. La unidon basal funciona como el principal punto de referencia para determinar el
sitio de corte, pero la unién apical también es importante para un procesamiento eficiente y
preciso (Figura 6). (Auyeung et al., 2013)
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Figura 6. Procesamiento del pri-miARN. (Modificado de Ha & Kim, 2014)

Existen elementos de secuencia adicionales implicados en el procesamiento de pri-miARNSs.
Los elementos residen en la regiéon basal (el motivo UG y el motivo CNNC) y el bucle terminal
(el motivo UGUG) de los pri-miARNs humanos. Al menos uno de estos tres motivos esta
presente en el 79% de los miARNs humanos, lo que sugiere que también pueden existir otros
determinantes. SRp20 (también conocido como SRSF3), que es un factor de splicing, se une al
motivo CNNC y aumenta el procesamiento de los pri-miARNs humanos. Se ha observado que el
motivo CNNC también es necesario para la union de la ARN helicasa DEAD-box p72 (también
conocida como DDX17), que aumenta el procesamiento por parte de Drosha. Por lo tanto, es
posible que multiples factores auxiliares contribuyan al procesamiento de pri-miARN, y es
necesario delinear las funciones mecanicas de estos factores auxiliares. (Mori et al., 2014)
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2.4 Exportacién nuclear

Tras el procesamiento de Drosha, el pre-miARN se exporta al citoplasma, donde puede
completarse la maduracion. La proteina exportina 5 (EXP5; codificada por XPO5) forma un
complejo de transporte con la proteina nuclear de unién a GTP, RAN-GTP y un pre-miARN. Tras
la translocacién a través del complejo del poro nuclear, el GTP se hidroliza, lo que da lugar a la
disolucién del complejo y a la liberacién del pre-miARN en el citosol. La estructura cristalina de
este complejo muestra que EXP5- Ran-GTP forma una estructura parecida a un guante de
béisbol en la que se coloca el tallo del pre-miARN, lo que permite la interaccién del tallo del
pre-miARN con la superficie interior cargada positivamente. Hay una estructura bdasica en
forma de tunel en la parte inferior de la estructura en forma de guante, que interactua
fuertemente con el saliente de 3’ de dos nucleétidos de longitud del pre-miARN. EXP5
reconoce un tallo de dsARN de >14 pb de longitud junto con un corto voladizo de 3’ (de 1 a 8
nucledtidos de longitud). La supresién de XPO5 da lugar a la reduccidn de los niveles de miARN
sin una acumulacién de pre-miARN nuclear, lo que sugiere que EXP5 puede no sdélo exportar
pre-miARN sino también protegerlo del ataque nucleolitico en el ntcleo. (Ha & Kim, 2014)

EXP5 se expresa de forma ubicua, pero se ha demostrado que EXP5 se induce post-
transcripcionalmente durante la entrada en el ciclo celular en un mecanismo mediado por
PI3K86. Un informe reciente descubrié que la exportacion nuclear de pre-miARN aumenta
cuando se produce un dafio en el ADN, de forma dependiente de ATM. La ATM activa la AKT,
gue a su vez fosforila la proteina del nucleoporo NUP153. Esto conduce a un aumento de las
interacciones entre NUP153 y exportina 5. En algunos tumores, la XPO5 estd mutada y la EXP5
resultante, truncada en su terminal C, no puede transportar su carga de pre-miARN, lo que
reduce globalmente el nivel de miARNs maduros. La regulacién de exportina-5 ha sido menos
investigada que la de otros factores de biogénesis de miARN. (Iwasaki et al., 2013)

2.5 Procesamiento citoplasmatico

Tras la exportacion al citoplasma, el pre-miARN es escindido por Dicer (Figura 7) cerca del
bucle terminal, liberando un pequefo diplex de ARN.

Dicer es una endonucleasa del tipo RNasa Ill de 200 kDa. Los dominios RNasa Ill terminales C
de Dicer forman un dimero intramolecular para crear un centro catalitico, de forma similar a
los de Drosha. El dominio helicasa N terminal de Dicer facilita el reconocimiento del pre-miARN
al interactuar con el bucle terminal y aumenta el procesamiento de ciertos pre-miARNs. El
dominio PAZ (PIWI - AGO- ZWILLE) se une a las terminaciones de los pre-miARN. Dicer
interactia con una proteina de unién al ARN llamada TRBP, la cual modula la eficiencia del
procesado de algunos pre-miARNs asi como la longitud de los miARNs maduros. (Ha & Kim,
2014)
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Figura 7. Estructura de Dicer. (Modificado de Ha & Kim, 2014)

Dicer se une al pre-miARN con preferencia por un voladizo de dos nucleétidos de longitud 3’
que es generado inicialmente por Drosha. En general, los sitios de corte de Dicer se sitdan a
una distancia fija del extremo 3’ del terminal de los dsARNs. Esta distancia suele ser de 21-25
nucledtidos y depende de la especie y del tipo de Dicer. En mamiferos, existe un mecanismo
adicional para determinar el sitio de corte del pre-miARN: Dicer se une al extremo fosforilado
de 5’ del pre-miARN y lo corta a 22 nucleédtidos de distancia del extremo de 5'. La unién del
extremo 5’ se produce cuando el extremo es termodindmicamente inestable, pero no cuando
el extremo esta fuertemente emparejado (como a través de pares de bases G-C). La estructura
del dominio PAZ de Dicer humano muestra dos bolsillos basicos que se unen al extremo 5’y al
extremo 3’ del pre-miARN. Los bolsillos estan dispuestos espacialmente de manera que
pueden ser ocupados simultdneamente por el extremo 5’ y el extremo 3’ del pre-miARN
cuando el ARN tiene un saliente 3’ de dos nucledtidos de longitud. Esta disposicidn estructural
puede explicar, al menos en parte, la preferencia de Dicer humana por una estructura de
voladizo de 3’ de dos nucledtidos de longitud. (Park et al., 2011)
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2.5.1 Formacidn del complejo de silenciamiento inducido por ARN

Un pequefio duplex de ARN generado por Dicer se carga posteriormente en una proteina AGO
para formar un complejo efector llamado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC)
(Figura 8). El ensamblaje del RISC implica dos pasos: la carga del duplex de ARN y su posterior
desenrollado. Todas las proteinas AGO humanas son capaces de inducir la represién de la
traduccién y el decaimiento de los ARNm objetivo mediante la interaccién con la maquinaria
de traduccidn y los factores de decaimiento del ARNm. (Elkayam et al., 2012)
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Figura 8. Exportacion nuclear y formacidn del Complejo RISC.(Modificado de Ha & Kim, 2014)
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3. miARNSs en la insuficiencia cardiaca

En la IC crdénica, se han descrito multiples miARNs como candidatos a futuros biomarcadores
en la IC. Unos pocos estudios han informado sobre miARNs circulantes que pudieron distinguir
a los pacientes con disnea debida a la IC y otras causas de disnea. Tijsen et al. descubrieron
gue miR-423-5p se expresaba de forma diferencial entre los pacientes con IC y los controles
sanos. (Akat et al., 2014)

Otros estudios también han descrito una expresién diferencial de miARNs circulantes en la IC
aguda, incluidos niveles bajos de miR-103, miR-142-3p, miR-30b y miR-342-3p asi como niveles
elevados de miR-499. Un estudio reciente identificé un panel de miARNs especificos de la IC
aguda, en el que se observd una disminucidon en comparacidon con los controles sanos y los
pacientes con una exacerbacion aguda de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. (Ellis
et al., 2013)

En el plasma de pacientes diagnosticados de miocardiopatia hipertréfica obstructiva (MCH) sin
sintomas de IC, se encontré que miR-29a, entre otros, estaba significativamente alterado.
Estos resultados sugieren que este miARN puede funcionar como biomarcador de los procesos
de remodelacién en la MCH. La especificidad de miR-29a para la MCH fue confirmada por
Derda et al., demostrando que miR-29a era capaz de diferenciar entre MCH, miocardiopatia
hipertréfica no obstructiva, la amiloidosis senil y la estenosis adrtica. El miR-29a se
correlaciond positivamente con el tamafio interventricular, que es un parametro de los
procesos de remodelacidn que incluyen la hipertrofia y la fibrosis. (Derda et al., 2015)

Las pruebas recientes sugieren que los miARNs podrian discriminar entre la IC con ICFErm e
ICFEp. Hasta la fecha tres estudios han informado de niveles diferenciales de varios miARNs
circulantes en la ICFEr y la ICFEp, con sélo unas pocas similitudes. Los miARN que se expresan
de forma diferencial entre los distintos tipos de IC podrian no sélo ser relevantes para el
diagndstico, sino que podria proporcionar informacién sobre fisiopatologia diferencial. (Vegter
et al., 2016)

Por otro lado, en el corazén, los miARN regulan procesos clave como el desarrollo, la fibrosis,
la inflamacién y la regeneracién (Thum & Condorelli, 2015) y se sabe que varios miARN estan
desregulados en el tejido cardiaco dafiado. Se ha observado que el miR-21, esta implicado en
el remodelado cardiaco y se sobreexpresa en varias células cardiacas del miocardio dafiado en
humanos y distintos modelos animales. Se ha descrito que la inhibicidn sistémica del miR-21
con un antimiARN previene la fibrosis cardiaca en un modelo de ratén de hipertrofia cardiaca,
lo que constituyd el primer informe exitoso de una terapia basada en miARN en un modelo de
enfermedad cardiovascular. (Thum et al., 2008)

Estudios posteriores demostraron que miR-21 también controla el desarrollo de la fibrosis
intersticial en numerosas enfermedades no cardiovasculares y que los antimiR-21 reducen la
fibrosis patoldgica en el rifidon y el pulmén (Liu et al., 2010). Se sabe que estos antimiARNs
experimentan un emparejamiento de bases complementarias a regiones de los miARNs diana
(Lennox & Behlke, 2010), y su entrega eficiente al érgano diana puede ser el factor clave para
que se pueda desarrollar una eficacia terapéutica.

Sin embargo, la administracion de estos farmacos tan innovadores preferentemente en el
miocardio por via local es un reto y puede limitar su transicién a la medicina clinica en
comparacién con otros protocolos basados en la administracidn sistémica. Hinkel et al. fueron
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pioneros en aportar pruebas de la administracion local por catéter de un inhibidor de miR-92a
en el miocardio en un modelo animal de gran tamafio, consolidando una base para futoros
proyectos de investigacion. (Hinkel et al., 2013)

4. Alteraciones en la biogénesis de los miARNs

En distintos estudios se han observado alteraciones en los genes y las proteinas que procesan
los miARN.

En un estudio de cancer de pulmdn, Karube et al. demostraron que los niveles de expresién de
Dicer, pero no de Drosha, estaban reducidos, lo que conducia a una baja probabilidad de
supervivencia (Karube et al., 2005). Una reduccién similar de las tasas de supervivencia en
relacidon con bajas cantidades de Dicer se identificé para el miARN let-7 (Takamizawa et al.,
2004). Estos hallazgos sugieren que las anormalidades en los niveles de miARNs maduros en el
tejido canceroso surgen de una expresion aberrante, asi como de un proceso de maduracién
alterado de miARNs.

En otro estudio se examinaron los perfiles de expresién de Drosha y Dicer como las dos
enzimas importantes en la maquinaria de maduracién (Sand et al., 2012). Todos los tipos de
tumores epiteliales presentaban niveles de expresién desregulados de Drosha o Dicer, o de
ambos, en comparacién con el tejido sano. Especialmente en el caso de Dicer, se han
reportado muchas mas asociaciones con el cancer. Curiosamente, en este contexto, se ha
demostrado que el factor de transcripcién Sox4, asociado a ciertos tipos de cancer como el
melanoma, impulsa la expresidn de Dicer (Jafarnejad et al., 2013).

Por otro lado, en relacién con el funcionamiento normal de la retina, se ha descubierto que los
miARNs desempefian papeles esenciales. Todavia no esta claro si cada tipo de célula tiene su
propio fenotipo de miARN, pero los estudios han confirmado la presencia de miARNs
expresados de forma diferencial en la retina neural y sus patrones de expresion pueden
utilizarse para distinguir los tipos de células de la retina (Andreeva & Cooper, 2014). La
expresion reducida de miARNs en la retina se observa en ausencia de Dicer (Damiani et al.,
2008), una enzima principal en la biogénesis de miARNSs, lo que lleva a la alteracién de la
funcién y la supervivencia de las neuronas de la retina y, en ultima instancia, al deterioro de la
visién (Lumayag et al., 2013).

La exportacidon nuclear de pre-miARNs estd regulada con precisién en las células normales y su
desregulacion puede causar una expresién anormal de miARNs maduros en células cancerosas.
Llamativamente, se encuentra que hay mas pre-miARNs retenidos en el nucleo de las células
cancerosas y de los tumores, cuando se comparan con las células y los tejidos normales. En un
estudio, utilizando PCR en tiempo real, Lee et al. han perfilaron la expresidon de 225 pre-
miARNs y miARNs maduros en 22 tejidos humanos diferentes, 37 lineas celulares de cancer
humano, asi como 16 tejidos/tumores de pancreas e higado. Encontraron que un gran nimero
de genes se transcriben y procesan en pre-miARNSs, pero no se procesan a miARNs maduros en
las células cancerosas, indicando defectos en la exportacion nuclear de pre-miARNs por XPO5
en los tumores humanos (Eun et al., 2008). La funcidn anormal de XPO5 podria estar causada
por un cambio genético o epigenético de XPO5, asi como por un nivel de expresidon anormal o
por modificaciones postraduccionales la proteina exportina 5.
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IIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La biogénesis de los miARNs es un proceso que estd altamente regulado tanto a nivel nuclear
como a nivel citoplasmatico por diferentes moléculas que forman parte del procesado de este
tipo de ARN. La existencia de alteraciones en cada uno de estos componentes puede generar
cambios en la transcripcion de los miARNs, en su procesado nuclear, en la exportacion al
citoplasma, en el procesado citoplasmatico, o en la maduracidon de estas moléculas. En
numerosos estudios se ha observado que en pacientes con IC existe una expresién alterada de
determinados miARNs. Sin embargo, el estado de maduracidn global de los miARNs en la ICy
como la maquinaria de procesado de estos controla este proceso se desconoce.

Por tanto, nuestra hipdtesis del trabajo es que existe una alteracién en la maduracién de los
miARNs, en los corazones de pacientes con IC, asociada a la desregulacién de la maquinaria
molecular que controla su biogénesis.

Analizando, mediante técnicas de biologia molecular, muestras del tejido ventricular izquierdo
de pacientes sometidos a trasplante cardiaco diagnosticados de IC con etiologia isquémica vy,
sujetos control (CNT), se pretende confirmar esta hipotesis a través de los siguientes objetivos:

1. Analisis del estado de maduracion de los miARNs a través de una secuenciacion masiva de
ARNs no codificantes.

2. ldentificacion de los genes implicados en el proceso de biogénesis de los miARNs mediante
una revision bibliografica exhaustiva utilizando las bases de datos Pubmed y Uniprot

3. Evaluacion de la expresidn de los genes que estan involucrados en el proceso de biogénesis
de los miARNs mediante secuenciacion de ARNm.

4. Evaluacion de la expresion de los miARNs reguladores de los genes implicados en el proceso
de biogénesis de miARNs mediante secuenciacion de ARNnc.
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Ill. MATERIAL Y METODOS

1. Obtencidn de muestras

Se obtuvieron muestras de tejido miocardico cerca del apice del ventriculo izquierdo de
pacientes diagnosticados de MCI sometidos a trasplante de corazén y de donantes CNT. Las
muestras de tejido se conservaron en NaCl al 0,9% a 4°C durante 4 + 3 h tras la pérdida de
circulacidon coronaria y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta su uso. Un tiempo
reducido entre la recepcion de la muestra y el almacenamiento de esta da lugar a muestras de
gran calidad, como demuestran los nimeros de integridad del ARN de > 9.

El diagndstico de los pacientes se baso en la historia clinica y en los resultados de los estudios
hemodindmicos, electrocardiograficos, en la ecocardiografia Doppler y en la angiografia
coronaria. El diagndstico de MCl se basé en los siguientes criterios de inclusién:

1- Existian episodios previos documentados de infarto agudo de miocardio.

2- La ecocardiografia mostraba segmentos de contractilidad normales que coexistian con otros
segmentos discinéticos o acinéticos.

3- La electrocardiografia mostraba signos de isquemia o necrosis miocardica.

Todos los pacientes estaban clasificados segun los criterios funcionales de la New York Heart
Association (NYHA) y recibian tratamiento médico segun las directrices de la Sociedad Europea
de Cardiologia (Ponikowski et al.,, 2016). Se les habia diagnosticado previamente
comorbilidades significativas, como hipertension y diabetes tipo 2.

Las muestras CNT se obtuvieron de corazones no enfermos que no pudieron ser trasplantados
por razones quirdrgicas o por incompatibilidad de grupo sanguineo. La causa de la muerte de
estos donantes fue un evento cerebrovascular o un accidente de trafico. Todos los CNT tenian
una funcién ventricular izquierda normal (FE>50%), determinada por ecocardiografia Doppler,
y no tenian ni habian tenido antecedentes de enfermedad cardiaca.

La investigacién se ajusta a los principios sefialados en la Declaracion de Helsinki (Macrae,
2007) aprobada por el Comité de Etica (Comité de Etica de Investigacion Biomédica del
Hospital Universitario La Fe de Valencia, Espafia; cddigo de protocolo 2016/0320, 15 de
noviembre de 2016) y todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito para
participar en el estudio.
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2. Extraccion de ARN

Las muestras de corazdn se homogeneizaron en un Tissuelysser LT (Qiagen). Las extracciones
de ARN se realizaron utilizando un kit PureLink™ (Ambion Life Technologies) para la
secuenciacién de ARNm (ARNm-seq) o el kit Quik-RNA™ miniprep plus (Zymo Research) para la
secuenciacién de ARN no codificante (ARNnc-seq), segun las instrucciones del fabricante. El
ARN se cuantificd utilizando un espectrofotémetro NanoDrop1000 y en el fluorimetro Qubit
3.0 (Thermo Fisher Scientific). La pureza e integridad de las muestras de ARN se determiné
utilizando un bioanalizador Agilent 2100 con el kit ARN 6000 Nano LabChip (Agilent
Technologies). Todas las muestras presentaban una relaciéon de absorbancia 260/280 > 2,0 y
numeros de integridad del ARN >9.

3. Secuenciacion de miARNSs

Las librerias de ADNc se han obtenido siguiendo las recomendaciones de Illumina.
Brevemente, se ligaron secuencialmente adaptadores 3' y 5' al ARN antes de la transcripcién
inversa y la generacion del ADNc. El ADNc se enriquecié mediante PCR para crear una libreria
de ADNc de doble cadena indexada, y la seleccidn de tamano se realiz6 mediante un gel de
poliacrilamida al 6%. La calidad y la cantidad de las librerias se analizaron mediante un ensayo
de alta sensibilidad TapeStation D1000 4200. Las librerias de ADNc se agruparon y los grupos
se secuenciaron utilizando la secuenciacién por pares (100 x 2) en el secuenciador lllumina
HiSeq 2500.

El control de calidad de los datos brutos se realizd6 con la herramienta FastQC. Para el
adaptador y el relleno de calidad de los datos brutos se aplicé trimgalore
[http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/]. A continuacion, las
lecturas de calidad insuficiente (puntuacién phred < 20) se eliminaron utilizando el software
Picard Tools (Langmead et al.,, 2009). Las predicciones de ARNs se estimaron utilizando el
software HT Seq (version 0.6.0). El analisis de la expresion diferencial entre condiciones se
evalué mediante el método DESeq2 (Love et al., 2014) (versién 3.4). Consideramos como
ARNsnc de expresion diferencial aquellos con un valor P (P adj) corregido por FDR < 0,05 para
evitar la identificacidn de falsos positivos en los datos de expresién diferencial.

Por otro lado, se analizé el ratio de miARN maduro/inmaduro. Los datos brutos de cada
muestra se compararon con las secuencias humanas maduras y de horquilla contenidas en
mirBase utilizando el algoritmo bowtie. Las lecturas de baja calidad se filtraron utilizando un
umbral Q20. Por ultimo, sdlo las lecturas Unicas mapeadas se consideraron para los siguientes
analisis. Se calculd la fraccion de lecturas maduras mapeadas frente a las precursoras de las
horquillas. La diferencia estadistica de la fraccidn entre condiciones se evalué mediante la
prueba de Wilcoxon
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4. Secuenciacion ARNm

Se aislo el ARN-poli(A) de 25 microgramos de ARN total utilizando el kit MicroPoly(A) Purist
(Ambion). Las muestras de ARN poli(A) total se utilizaron para generar librerias del
transcriptoma completo para su secuenciacion en la plataforma SOLID 5500XL, siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Life Technologies). No se utilizd ningin control de picos de
ARN. La calidad del ADNc amplificado se analizé con el kit Bioanalyzer 2100 DNA 1000 (Agilent
Technologies) y se cuantifico con el fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Las librerias del
transcriptoma completo se utilizaron para fabricar SOLiD Template Beads siguiendo la guia de
preparacion de SOLID. La calidad de las Beads se estimd en base a los pardmetros del WFA
(andlisis del flujo de trabajo). Las muestras se secuenciaron utilizando el protocolo 50625
paired-end, generando secuencias de 75 nt +35 nt (Paired-End) +5 nt (Barcode). Los datos de
calidad se midieron utilizando los parametros del software SETS (Sistema de Seguimiento
Experimental SOLiD).

Las lecturas iniciales del transcriptoma completo obtenidas de la secuenciacién fueron
mapeadas contra la ultima versién del genoma humano disponible en este momento (version
GRchr37/hg19) utilizando el algoritmo de mapeo de Life Technologies
(http://www.lifetechnologies.com/), version 1.3. Se utilizaron los pardmetros estandar de
Bioscope de la version 1.3, en los extremos emparejados y en el andlisis del transcriptoma
completo. Para ambas lecturas, hacia adelante y hacia atras, seed fue los primeros 25
nucleétidos con un maximo de 2 mismatches permitidos. Los registros alineados fueron
reportados en formato BAM/SAM (H. Li et al., 2009). Las lecturas de mala calidad (puntuacion
Phred <10) se eliminaron utilizando el software Picard Tools, versién 1.83
(http://broadinstitute.github.io/picard/).

Posteriormente, la prediccidn de los genes se estimé utilizando el método cufflinks (Trapnell et
al., 2010) vy los niveles de expresion se calcularon utilizando el software HTSeq, versién 0.5.4p3
(Anders et al., 2015), este método elimina las lecturas multimapping, sélo se consideran las
lecturas Unicas para la estimacion de la expresidon génica. El método edgeR, versidn 3.2.4, se
aplicé para el andlisis de la expresidon diferencial entre condiciones (Robinson et al., 2009). Este
método se basa en un proceso de normalizacidn diferente basado en la profundidad de las
muestras globales, la composicidon del GCy la longitud de los genes. En el proceso de expresion
diferencial, este método se basa en un modelo de Poisson para estimar la varianza de los datos
de ARN-seq para las expresiones diferenciales.

5. Identificacion y clasificacion de los genes relacionados con la biogénesis de los miARNSs.
Busqgueda de miARNSs responsables de la regulacion postranscripcional de estos genes.

Por un lado, se ha llevado a cabo una exhaustiva revisidon bibliografica con el objetivo de
conocer los genes fundamentales que han sido descritos con relacidn al proceso de biogénesis
de los miARNs utilizando las bases de datos de PubMed y Uniprot. Estos, se han clasificado en 3
grupos diferentes en funcién de la ubicacidon en la que desarrolla su actividad dentro de la
arquitectura celular y ademas, se han agrupado segun la funcion que desempefian

Por otro lado, la expresidén de genes se regula a nivel postranscripcional a través de distintos
mecanismos, siendo uno de los mas habituales el llevado a cabo por los miARNSs. Por ello se ha
realizado una revisidn bibliografica en busca de los miARNs descritos que tuvieran como diana
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el ARNm de aquellos genes diferencialmente expresados incluidos en el estudio, utilizando la
base de datos PubMed.

Se seleccionaron Unicamente los miARNs que hubieran sido validados de forma previa como
reguladores génicos directos de cada una de sus dianas en experimentos que emplearan la
luciferasa como gen reportero. Confirmando las secuencias de los miARNs descritos en las
diferentes publicaciones con las que se muestran en la base de datos de miARNs miRBase.

6. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como media * desviacién estandar para las variables continuas y como
valores porcentuales para las variables discretas. Se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para analizar la distribucidn de los datos. Las caracteristicas clinicas de los pacientes se
compararon mediante la prueba t de Student para las variables continuas y la prueba exacta
de Fisher para las variables discretas. Las diferencias medias en los niveles de miARN y ARNm
se analizaron mediante la prueba t de Student para las variables con una distribucién normal y
la prueba U de Mann-Whitney para las variables con una distribucién no normal. P < 0,05 se
considerd estadisticamente significativo. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando
el software SPSS (version 20.0) para Windows (IBM SPSS Inc. Chicago. IL, USA).
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V. RESULTADOS

1. Caracteristicas clinicas

Para llevar a cabo este estudio se analizaron corazones que habian sido explantados de
pacientes con IC de etiologia isquémica (MCI) y de individuos CNT. Las caracteristicas clinicas
de los pacientes se muestran en la Tabla 4. Los pacientes con MCI tenian una edad media
comprendida entre los 53 y los 55 afios. Todos los pacientes de este estudio tenian una
clasificacidon funcional de la New York Heart Association de lll-IV y mostraban una fraccion de
eyeccion reducida, la cual oscilaba entre un 22 y un 24 %, dilatacidn del ventriculo izquierdo
con didmetros telediastdlicos entre 63 y 67 mm y el didmetro telesistdlico, entre 54 y los 58
mm. Ademds, la mayoria de los pacientes habian sido diagnosticados de forma previa con
alguna comorbilidad como la diabetes mellitus o la hipertension entre otras.

Las caracteristicas clinicas del grupo CNT, a excepcion de la edad (54 + 8 afios) y del sexo (100%
varones), no se encontraban disponibles de acuerdo con la legislacidn espafiola (Ley Organica
de Proteccion de Datos 15/1999).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de pacientes con MCI.

ARN -seq ARNNC -seq

MCI (n=13) MCI (n=22)
Edad (afios) 54 +8 55+8
Género masculino (%) 100 100
Clasificacion NYHA "-1v -1
IMC (kg/m?) 27+4 26+3
Hemoglobina (mg/dL) 14+3 14+2
Hematocrito (%) 41+6 41+4
Colesterol total (mg/dL) 162 +41 175 + 46
Hipertensidn (%) 33 35
Exfumadores (%) 92 78
Diabetes mellitus (%) 42 47
FEVI (%) 24+4 23+6
DTSVI (mm) 56+8 53+8
DTDVI (mm) 64+8 62+9

MCI, miocardiopatia isquémica; NYHA, New York Heart Association; IMC, indice de masa corporal; FEVI,
fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo; DTSVI, didmetro telesistélico del ventriculo izquierdo;
DTDVI, didmetro telediastdlico del ventriculo izquierdo.
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2. Ratio de miARNs maduros/inmaduros

Al llevar a cabo la secuenciacion de ARN no codificante (MCI, n=22; CNT, n=8), realizamos el
calculo de la fraccién de lecturas maduras mapeadas frente a las precursoras de horquilla de
los miARNs. De esta forma encontramos una disminucidon en la proporcion de miARNs
maduros/de horquilla en pacientes con MCl en comparacidn con los CNT (Figura 9).

6 - C— CONT
1 MCI

*

mMiRNA maduros / miRNA inmaduros

Figura 9. Fraccion de lecturas mapeadas frente a las precursoras de horquilla de los miARNs.
CNT: control, MCI: miocardiopatia isquémica, miRNAs: microARNs. Los datos estan expresados
como la media % error estandar de la media. * p-valor < 0,05.
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2. ldentificacion y clasificacion de genes involucrados en la biogénesis de los miARNs

Debido a la menor maduracién de los miARNs observada en los pacientes diagnosticados con
MCI, quisimos profundizar de una forma mas detallada en la ruta de su biogénesis. Para ello,
en primer lugar, se ha llevado a cabo un proceso de revision bibliografica con el objetivo de
conocer los genes implicados en el proceso de biogénesis de los miARNs. De esta forma se han
identificado un total de 23 genes que han sido detectados en el estudio de ARNseq, los cuales
se han distribuido en 3 grupos diferentes en funcién de la ubicacién en la que desarrolla su
actividad (nucleo, membrana nuclear y citoplasma) y la proteina que codifican (Tabla 5).
Ademas, se han agrupado segun la funcién que desempeiian.

Tabla 5. Genes implicados en la biogénesis de los miARNSs.

NUCLEO
Funcion Gen Proteina
DGCR8 Subunidad del complejo
microprocesador DGCR8
Endorribonucleasas
especifica de ARN
DROSHA Ribonucleasa 3
POLR2A Subunidad RPB1 de la ARN Pol I
POLR2B Subunidad RPB2 de la ARN Pol Il
POLR2C Subunidad RPB3 de la ARN Pol I
POLR2D Subunidad RPB4 de la ARN Pol Il
POLR2E Subunidad RPABC1 de la ARN Pol
Il
POLR2F Subunidad RPABC2 de la ARN Pol
1]
o _ POLR2G Subunidad RPB7 de la ARN Pol I
Transcripcion de miARNs =55 o Subunidad RPABC2 de la ARN Pol
1]
POLR2/ Subunidad RPB7 de la ARN Pol I
POLR2J Subunidad RPB11-a de la ARN Pol
Il
POLR2K Subunidad RPABC4 de la ARN Pol
Il
POLR2L Subunidad RPABCS de la ARN Pol
Il
POLR2M Subunidad GRINL1A de la ARN Pol
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MEMBRANA NUCLEAR

Funcién Gen Proteina
Exportacidn de miARNs XPO5 Exportina 5
RAN GTPasa RAN
CITOPLASMA
Funcién Gen Proteina
DICER1 Endorribonucleasa Dicer
. AGO1 Proteina argonauta 1
Procesamientoy
maduracién de los miARNs | AGO2 Proteina argonauta 2
AGO3 Proteina argonauta 3
AGO4 Proteina argonauta 4

Subunidad del complejo de carga
TRBP RISC TARBP2

3. Expresion diferencial de los ARNm involucrados en la biogénesis de los miARNs

Al realizar la comparacién de los niveles de expresion del ARNm de estos genes entre el grupo
MCI y el grupo CNT se ha observado que existe una desregulaciéon génica en distintos
componentes de la biogénesis de los miARNs en pacientes que padecen MCI. De esta forma se
han hallado un total de 8 genes cuya expresidn presentaba diferencias estadisticamente
significativas (p-valor < 0.05).

En primer lugar, se ha observado que en los genes DGCR8 y DROSHA , los cuales codifican
endorribonucleasas especificas de ARN no presentan una desregulacion génica
estadisticamente significativa

Por otro lado, existe una desregulacién génica en 3 genes que codifican distintas subunidades
de la ARN pol Il (Figura 10), la cual lleva a cabo la transcripcidon de los miARNs en el nucleo. En
concreto estos 3 genes son POLR2F, POLR2! y POLR2L. Los tres presentan una sobrexpresion
estadisticamente significativa (FC: 1,38 y p-valor < 0,05; FC: 1,52 y p-valor < 0,05y FC: 1,67 y p-
valor = 0,001 respectivamente).
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Genes implicados en la transcripciéon
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Figura 10. Nivel de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la transcripcion
de los miARNs. CNT: control. MCl: miocardiopatia isquémica. En comparacién con el grupo
CNT: * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001.

Por otro lado, XPO5 y RAN (Figura 11), los cuales codifican la GTPasa Ran y la Exportina-5
respectivamente, que son los responsables de la exportacién de los miARNs desde el interior
del ndcleo hacia la regién citoplasmatica se encuentran infraexpresados (FC: -1,66 y p-valor <
0,05; FC: -1,38 y p-valor < 0.05).
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Figura 11. Nivel de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la exportacion
nuclear de los miARNs. CNT: control. MCl: miocardiopatia isquémica En comparacién con el
grupo CNT: * p-valor < 0.05.
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Por ultimo, 3 genes relacionados con el procesamiento y la maduracién de los miARNs en el
citoplasma, DICER1, TRBP y AGO4 (Figura 12), los cuales codifican las proteinas
endorribonucleasa Dicer, la proteina argonauta 4 y la subunidad del complejo de carga RISC
TRBP, se encuentran diferencialmente expresados. Por un lado, DICER1 se encuentran
infraexpresado (FC: -1,32 y p-valor < 0,05) y por otro TRBP y AGO4 se hallan sobrexpresados
(FC: 1,54 y p-valor < 0.05; FC: 1,26 y p-valor < 0,05).

Genes implicados en la maduraciéon

3 CNT

" T =9 MCI

1

%%

Nivel de expresion relativa de ARNm

T | T
DICER1 TARBP2 AGO4

Figura 12. Nivel de expresion relativa de ARNm en genes implicados en el procesamiento y
maduracién citoplasmatico de los miARNs. CNT: control. MCl: miocardiopatia isquémica. En
comparacién con el grupo CNT: *p-valor < 0,05; ** p-valor < 0.01.
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4. Expresion diferencial de miARNs requladores de la biogénesis de los miARNs

Debido a que los ARNm estan sometidos a una gran regulacidn postranscripcional, se ha
complementado el estudio llevando a cabo un analisis de los distintos miARNs que regulan de
forma postranscripcional los genes de estudio. De esta forma, se ha llevado a cabo una
revisién bibliografica para identificar aquellos miARNs que han sido descritos hasta el
momento y que tienen como diana los transcritos de genes que se encuentran relacionados
con la biogénesis de los miARNSs.

De esta forma se ha observado que los distintos procesos implicados de la biogénesis de los
miARNs se encuentran regulados postranscripcionalmente, identificando 9 miARNs que
participan en dicha regulacion. (Tabla 8)

Tabla 6. miARNs reguladores de la biogénesis de los miARNSs.

ARNm miARN Referencia
miR-130a-3p (Kovaleva et al., 2012)
miR-103a-3p (Martello et al., 2010)
miR-107 (Martello et al., 2010)
DICER1
miR-146b-5p (Ramirez-Moya et al., 2019)
miR-29a-3p (Cochrane et al., 2010)
miR-222-3p (Cochrane et al., 2010)
XPO5 miR-138-5p (J. Lietal., 2014)
TARBP2 let-5f-5p (G.Chen et al.,2020)
RAN miR-203a-3p (Viticchie et al., 2012)
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Al realizar la comparaciéon de los niveles de expresion de los distintos miARNs entre los
pacientes diagnosticados con MCI (n=22) y los individuos del grupo CNT (n=8), se han
observado diferencias significativas en 3 de los miARNs estudiados: hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-
29a-3p y hsa-miR-203a-3p

Tanto hsa-miR-103a-3p como hsa-miR-29a-3p son reguladores postranscripcionales de DICER1,
gen que codifica para la proteina Dlcer. Observamos que hsa-miR-103a-3p se encuentra
sobrexpresado en pacientes con MCI (FC= 1,24 ; p-valor < 0,001) mientras que hasa-miR-29a-
3p se halla infraexpresado (FC=-1,23; p — valor < 0,05). (Figura 13)
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Figura 13. Niveles de expresion relativa de miARNs que tienen como diana DICER1. CNT:
control. MCI: miocardiopatia isquémica. En comparacién con el grupo CNT: *p-valor < 0,05;
***p-valor < 0,001

Por otro lado, se ha observado que el miARN hsa-miR-203a-3p, el cual tiene como diana los
transcritos de RAN se encuentra sobrexpresado (FC= 1,45 ; p-valor < 0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Niveles de expresion relativa del miARN hsa-miR-203a-3p. CNT: control. MCl:
miocardiopatia isquémica. En comparacion con el grupo CNT: *p-valor < 0,05.
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V. DISCUSON

La IC es un grave problema de salud publica en todo el mundo debido principalmente a su gran
indice de mortalidad. Se trata de una patologia que produce un gran impacto social y
econdmico. En la actualidad, el tipo de IC mas comun es la MCI. Por todos estos motivos, es de
vital importancia continuar investigando acerca de rutas moleculares que se encuentran
alteradas para, de esta forma, poder aumentar nuestro conocimiento sobre los mecanismos de
esta patologia e identificar dianas terapéuticas y asi poder desarrollar tratamientos efectivos
para conseguir reducir los niveles de mortalidad de esta enfermedad.

En distintos estudios funcionales acerca de los miARNs, como el llevado a cabo por Vegter et
al., 2016, han observado que existen una gran variedad de miARNs con distintos niveles de
expresion que tienen un papel importante en los mecanismos patolégicos que llevan a sufrir
IC, como por ejemplo la hipertrofia, la apoptosis o la hipoxia. Por ello es importante conocer
las alteraciones que pueden existir en el proceso de biogénesis de los miARNs, ya que la
alteracion de distintos puntos del proceso y la desregulacién en los niveles de expresion y
maduracién de los miARNs pueden ser eventos de gran importancia relacionados con esta
patologia.

Por todo ello, este trabajo se ha centrado en el estudio del proceso de biogénesis de los
miARNs en pacientes con MCI frente a individuos CNT sanos. En primer lugar, el hecho de
observar una disminucién en la proporcion de miARNs maduros en pacientes con MCI podria
indicar alteraciones en el proceso de maduracion de la biogénesis de los miARNs. Existen
diversos estudios a nivel cardiovascular, como el llevado a cabo por Dosenko et al., 2012, en el
que se han observado alteraciones en los niveles de expresién de miARNs en cardiomiocitos de
ratas neonatales durante eventos de anoxia reoxigenacion obteniendo unos niveles del miR-
208a y el miR-29a inmaduros muy elevados durante este tipo de eventos.

En el presente trabajo, al observar una menor maduracién de los miARNs se llevé a cabo un
analisis de las moléculas implicadas en el proceso de sintesis y maduracion de los mismos. Los
resultados de la secuenciacion del ARN mostraron la existencia de una alteracién en la
expresion de varios de los genes analizados, revelando de esta forma la existencia de una
desregulacion de los mecanismos relacionados con la biogénesis de los miARNs en pacientes
con MCI.

Ante la sobrexpresion de los genes POLR2F, POLR2l y POLR2L, genes se encargan de la
transcripcién de los miARNs en el nucleo (Achkar et al., 2016), puede existir un mayor nimero
de miARNSs transcritos en la regién nuclear de las células cardiacas en pacientes que padecen
MCI. De esta forma, se podria estar generando una acumulacién de miARNs mayor de lo
normal en el nucleo de las celulas cardiacas de pacientes diagnosticados con MCI.
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Por otro lado, ante la infraexpresién de XPO5 y RAN, genes involucrados de forma conjunta en
el proceso de exportacion de los miARNs desde el nucleo hacia el citoplasma, se podrian estar
generando alteraciones en este proceso y ocasionando asi una mayor acumulacién de miARNs
en el nucleo. En un estudio realizado por Borghini et al., 2019 se observé que distintos
polimorfismos genéticos en XPO5 se asocian a un menor riesgo de sufrir enfermedad de la
arteria coronaria, probablemente por afectar a los niveles de expresion de miARNs vasculares
y especificos del corazon.

Existen distintos mecanismos que regulan postranscripcionalmente a exportina 5 (Wu et al.,,
2018). Cabe destacar que en los resultados obtenidos en el analisis de expresion diferencial de
miARNs reguladores de la biogénesis de los miARNs se ha observado que el miARN hsa-miR-
203a-3p, el cual tiene como diana los transcritos de RAN, se encuentra sobrexpresado. Esto
podria generar una menor expresién de la proteina GTPasa Ran, la cual colabora de forma
estrecha con exportina 5 para llevar a cabo la exportacién de los miARNs desde el interior del
nucleo hacia el citoplasma.

Por otro lado, en diversos estudios se ha observado que TARBP2, proteina de unién al ARN
sobrexpresada en nuestro estudio, es necesaria para una funcién cardiaca normal. En un
modelo murino se observd que la inactivacién cardiaca especifica del gen TARBP2 causa una
MCI progresiva y una IC letal en este tipo de modelo. (Ding et al., 2016)

Se ha observado en distintas patologias, que la alteracién en la expresion de los componentes
de la biogénesis de los miARNs se asocia con un peor prondstico en algunos tipos de
carcinoma. En concreto, se ha estudiado, que alteraciones en la expresidn de AGO4, implicado
en el procesamiento y la maduracién de los miARNs en el citoplasma y sobrexpresado en
nuestro estudio, estdn vinculadas a un peor prondstico en el carcinoma hepatocelular.
(Kitagawa et al., 2013)

Se ha observado en un estudio que la deleciéon de DICER1, gen infraexpresado en nuestros
pacientes, genera que los corazones presenten un edema pericardico y un miocardio
ventricular insuficientemente desarrollado. (Thum, 2008) También se ha visto que distintos
polimorfismos genéticos en DICER1 se asocian a un menor riesgo de sufrir enfermedad de la
arteria coronaria, con mucha probabilidad por afectar a los niveles de expresién de miARNs
especificos y vasculares del corazdn. (Borghini et al., 2019)

Varios estudios han revelado la implicacién de DICER1 en una amplia gama de enfermedades
cardiovasculares, ya que su correcto funcionamiento es vital para la funcién de las células
endoteliales y la angiogénesis. Estudios en modelos murinos han mostrado un aumento de la
tasa de mortalidad y una disminucion de la actividad espontanea de los ratones deficientes en
DICER1, mientras que la deplecion de este gen ha provocado defectos geométricos y
funcionales del corazén. (Theotoki et al., 2020)
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DICER 1 da lugar a la proteina Dicer, una endorribonucleasa de ARN de doble cadena que
desempena un papel central en el silenciamiento génico postranscripcional. El hecho de que
DICER1 se encuentre infraexpresado y que los miARNs hsa-miR-130a-3p y hsa-miR-29a-3p (los
cuales tienen como diana transcritos de DICER1) se encuentren alterados muestra una clara
desregulacién de esta molécula implicada en el procesamiento y la maduracién de los miARNSs.

Con todo ello se podria plantear el hecho de que debido a la mayor acumulacidn de miARNs en
el nucleo en consecuencia a la sobrexpresién de las subunidades de la ARN Pol Il y la
infraexpresion tanto de XPO5 como de RAN se genere un estado de maduracién de los miARNs
en el citoplasma menor en pacientes diagnosticados con MCI, teniendo en cuenta también que
DICER1 se encuentra infraexpresado y por tanto el procesamiento y maduracién de los miARNs
en el citoplasma también deberia ser menor.

Existen una serie de limitaciones en el estudio, especialmente, aquellas que han sido
ocasionadas por la variabilidad que existe entre los diferentes individuos diagnosticados con
MCl que, al mismo tiempo pueden tener distintas condiciones al estar tratados
farmacolégicamente, generando de esta forma que los resultados puedan estar influidos por
esta serie de tratamientos. Otra limitacién es que en esta investigacion se han utilizado
muestras obtenidas del VI por lo que no se puede sugerir de forma cierta que existan las
mismas alteraciones en la biogénesis de los miARNs en otras regiones del VI.
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VI. CONCLUSIONES

- Existe una menor proporcion de miARNs maduros en el tejido cardiaco de pacientes
diagnosticados con MCIl en comparacion con corazones control.

- Los niveles de expresidon de ARNm de los genes implicados en la transcripcidn de los
miARNs que codifican distintas subunidades de la ARN pol Il (POLR2F, POLR2I vy
POLR2L), estan aumentados en la MCI.

- Existe una infraexpresion de XPO5 y RAN , moléculas relacionadas con la exportacién
de los miARNs desde el nucleo al citoplamas. Ademas, hsa-miR-203a-3p, el cual tiene
como diana los transcritos de RAN, se encuentra sobrexpresado.

- Hemos observado una infraexpresién de DICER, molécula directamente relacionada en
el proceso de maduracién de los miARNs, ademads identificamos alteraciones en sus
reguladores hsa-miR-103a-3p y hsa-miR-29a-3p.

- Todas estas alteraciones apuntan a una mayor transcripcidén, un menor transporte

nucleo-citoplasma y una desregulacién del proceso de maduracion de los miARNs en la
MCI, apoyando la mayor cantidad de miARNs inmaduros observada en esta patologia.
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