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RESUMEN 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de morbilidad y morta-

lidad tanto en hombres como en mujeres. Sin embargo, existen diferencias específicas de sexo en 

cuanto prevalencia, incidencia y pronóstico. Dichas diferencias pueden deberse al papel cardio-

protector que presentan las principales hormonas féminas, los estrógenos dado que las mujeres en 

edad fértil presentan una menor incidencia de ECV que los hombres de su misma edad. El riesgo 

cardiovascular aumenta con la aparición de la menopausia, es decir, con el inicio del climaterio y 

la consecuente disminución de los niveles de estrógenos. Las consecuencias fisiológicas de la 

menopausia se han podido evaluar a través del desarrollo de modelos animales experimentales, 

siendo la extirpación quirúrgica de los ovarios, denominada ovariectomía, la técnica de referencia 

para estudiar el efecto de la privación de hormonas ováricas en el campo preclínico.   

Los estrógenos, y más concretamente el 17β-estradiol (E2), contribuyen a la regulación de la 

función vascular mediante mecanismos genómicos y epigenéticos. Dentro de los mecanismos de 

regulación activados por los estrógenos, destaca el papel mediador de una clase de RNAs no 

codificantes, los miRNAs. Mir-30b-5p pertenece al grupo de miRNAs sensibles a los niveles de 

estrógenos. Destaca por su implicación en la regulación de la angiogénesis, inflamación y apop-

tosis, todas ellas rutas relacionadas con el mantenimiento de la función cardiovascular. 

El presente trabajo pretende analizar la implicación de los estrógenos sobre la expresión de miR-

30b-5p a través de un ensayo RT-PCR realizado en diversos tejidos de ratones hembra y macho. 

Además, se analiza la expresión del miRNA en el corazón de un modelo murino de menopausia 

experimental, para determinar los efectos que tiene la ausencia de estrógenos inducida a través de 

la ovariectomía. En definitiva, se intenta comprender la implicación de miR-30b-5p en la acción 

cardioprotectora atribuida a los estrógenos, combinando el manejo de herramientas bioinformáti-

cas con la realización de ensayos de expresión in vitro.  

Este trabajo se relaciona con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) de Salud y Bienestar 

(ODS 3) de la Agenda 2030, que propone: "garantizar una vida sana y promover el bienestar para 

todos en todas las edades”.  
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ABSTRACT 

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of morbidity and mortality in both men and 

women. However, there are sex-specific differences in prevalence, incidence and prognosis. 

These differences may be due to the cardio-protective role of the main female hormones, estro-

gens, since women of fertile age have a lower incidence of CVD than men of the same age. Car-

diovascular risk increases with the onset of menopause, that is, with the beginning of climacteric 

maturity and the consequent decrease in estrogen levels. The physiological consequences of the 

menopause have been evaluated through the development of experimental animal models, where 

the surgical removal of the ovaries, known as oophorectomy, is the reference technique for stud-

ying the effect of ovarian hormone deprivation in the preclinical field.   

Estrogens, and more specifically 17β-estradiol (E2), contribute to the regulation of vascular func-

tion through genomic and epigenetic mechanisms. Among the regulatory mechanisms activated 

by estrogens, stands out the mediating role of a class of non-coding RNAs, the miRNAs. Mir-

30b-5p belongs to the group of miRNAs sensitive to estrogen levels. It is notable for its involve-

ment in the regulation of angiogenesis, inflammation and apoptosis, all of which are pathways 

related to the maintenance of cardiovascular function. 

The present work aims to analyse the involvement of estrogens in the expression of miR-30b-5p 

by means of an RT-PCR assay carried out in various tissues of female and male mice. In addition, 

miRNA expression in the heart of a murine model of experimental menopause is analysed to 

determine the effects of oophorectomy-induced estrogen deprivation. Ultimately, the aim is to 

understand the involvement of miR-30b-5p in the cardioprotective action attributed to estrogens, 

combining the use of bioinformatics tools with in vitro expression assays.  

This work is related to the Sustainable Development Goal (SDG) on Health and Well-being (SDG 

3) of the 2030 Agenda, which proposes to "ensure healthy lives and promote well-being for all at 

all ages". 
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1. Introducción  

1.1.  La acción cardioprotectora de los estrógenos. 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se erigen actualmente como la principal causa de mor-

bilidad y mortalidad tanto en hombres como en mujeres, sin embargo, existe disparidad sexual en 

su desarrollo. Numerosos estudios han demostrado que las ECV difieren según el sexo en cuanto 

prevalencia, incidencia y pronóstico (Hayward, 2000).  

Las mujeres en edad fértil presentan una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares que 

los hombres de su misma edad, sin embargo, el riesgo cardiovascular aumenta con la aparición 

de la menopausia (Virani et al., 2021). En mujeres postmenopáusicas, la incidencia de ECV llega 

a cuadruplicarse con respecto a mujeres premenopáusicas (Lerner & Kannel, 1986), debido a la 

falta de estrógenos que caracteriza a este proceso fisiológico (Newson, 2018). 

Los estrógenos son hormonas sexuales esteroideas femeninas que desempeñan un papel impor-

tante en el desarrollo sexual y reproductivo de las mujeres. En mujeres premenopáusicas, los es-

trógenos se producen principalmente en los ovarios, el cuerpo lúteo y la placenta. Aunque, tam-

bién pueden sintetizarse en órganos no gonadales como el cerebro, el hígado, el corazón o la piel. 

El estradiol, 17β-estradiol, se considera la principal hormona circulante femenina y es el estró-

geno más potente durante el período premenopáusico en la vida de una mujer. A pesar de ser el 

estradiol (E2) la forma más abundante, también se producen otras dos formas naturales de estró-

genos circulantes -estrona (E1) y estriol (E3)-, mientras que una tercera forma -estetrol (E4)- sólo 

se produce durante el embarazo. E1 desempeña un papel más importante después de la menopau-

sia, cuando es sintetizada en el tejido adiposo a partir de la dehidroepiandrosterona suprarrenal. 

E3 es el estrógeno menos potente y se forma a partir de E1 a través de la 16α-hidroxilación, juega 

un papel más importante durante el embarazo cuando la placenta lo produce en grandes cantidades 

(Iorga et al., 2017).  

El E2 producido por los ovarios durante etapa reproductiva de una mujer actúa en gran medida 

como un factor endocrino que afecta a los tejidos distales. Sin embargo, el E2 sintetizado por otro 

tipo de tejidos periféricos es capaz de ejercer su acción de manera local, como un factor paracrino 

o autocrino. Diversos tejidos son capaces de producir E2 a través de la conversión de andrógenos 

mediada por la enzima aromatasa. Por ejemplo, los tejidos adiposos, cerebrales y óseos, así como 

el endotelio vascular y las células musculares lisas del sistema circulatorio. Dicha síntesis extra-

gonadal, constituye la única fuente de producción endógena de E2 en mujeres postmenopáusicas 

y hombres (Iorga et al., 2017).  Además, durante el cese de la función ovárica en la menopausia o 

tras una ovariectomía quirúrgica, la E1 producida en los tejidos periféricos, se convierte en la 

principal forma de estrógeno circulante (Davezac et al., 2021). 

Por tanto, el estado reproductivo del individuo determina la producción de estrógenos, que alcanza 

su punto más álgido durante los años reproductivos y disminuye durante la transición y el período 

posmenopáusico (Shapiro, 2012). 

Los estrógenos, principalmente el E2, son capaces de modular el sistema cardiovascular mediante 

mecanismos genómicos y no genómicos, bien directamente actuando sobre las células vasculares 

e inflamatorias a través de los receptores de estrógeno (ER, de sus siglas en inglés), o indirecta-

mente a través de efectos sistémicos (Pérez-Cremades et al., 2018a). 
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En el primer caso, el E2 se une a los ER en lo que se conoce como mecanismo "clásico", y forman 

un complejo regulador capaz de mediar la transcripción de los factores vasoactivos derivados del 

endotelio (Pérez-Cremades et al., 2018a). Por el momento, se han identificado tres ER, ERα, ERβ 

y el receptor de estrógeno 1 acoplado a proteína G (GPER) ((Barton et al., 2018). Las dos isofor-

mas clásicas -ERα y ERβ- se expresan en el endotelio y las células musculares lisas de las arterias 

coronarias humanas y animales (Davezac et al., 2021). Ambas isoformas pueden inducir cambios 

en la expresión génica a través de la formación de homo- u heterodímeros (Pérez-Cremades et al., 

2018a). Los ER median sus efectos uniéndose a secuencias de DNA específicas denominadas 

elementos de respuesta a estrógenos (ERE) (Klinge, 2001). 

No obstante, se ha demostrado que el ERα media la mayor parte de los efectos vasculares de E2 

(Novella et al., 2019). ERα participa mayoritariamente como factor de transcripción de la vía 

genómica anteriormente descrita. Pero, también puede llevar a cabo una segunda vía no genómica 

de respuesta rápida a los estrógenos, conocida como señalización esteroidea rápida iniciada por 

la membrana (MISS), como se ha demostrado específicamente en el endotelio (Arnal et al., 2017). 

A través de estas vías de señalización , los estrógenos actúan como protectores vasculares contri-

buyendo al aumento de la vasodilatación arterial y angiogénesis; regulador de la contracción del 

músculo liso mediante la liberación de mediadores vasoactivos; la inhibición de procesos infla-

matorios; la regulación de la proliferación de células vasculares y la regulación del metabolismo 

lipídico sistémico y del oxidativo, disminuyendo las ERO (Especies Reactivas del Oxígeno), el 

estrés oxidativo y la fibrosis (Iorga et al., 2017; Pérez-Cremades et al., 2018a; Vidal-Gómez et al., 

2018). Son capaces de promover un aumento de factores vasodilatadores implicados en la regu-

lación del tono vascular, como los factores relajantes derivados del endotelio, entre los cuales 

destaca el óxido nítrico (NO) (Chambliss & Shaul, 2002). El aumento de NO en el endotelio se 

debe en parte a una mayor expresión de la enzima encargada de su síntesis, la óxido nítrico sintasa 

endotelial (eNOS) (Sumi & Ignarro, 2003).  

Por lo tanto, los estrógenos afectan a la salud cardiovascular regulando la reactividad vascular, la 

presión arterial, la función endotelial y el remodelado cardíaco (Pérez-Cremades et al., 2021).  

1.2. Efectos cardiovasculares de la menopausia.  

Lo cierto es que la función vasculoprotectora de los estrógenos antes de la menopausia está bien 

establecida, pero se sigue tratando de elucidar cómo el descenso de estrógenos fruto de la meno-

pausia contribuye a un mayor riesgo cardiovascular. Parece que la disminución de los niveles de 

estrógenos que conlleva la menopausia se encuentra estrechamente relacionada con una alteración 

de la función vascular, un aumento de la inflamación, una reducción de la vasodilatación depen-

diente del óxido nítrico y una regulación al alza de ciertos sistemas hormonales como el sistema 

renina-angiotensina-aldosterona o el sistema nervioso simpático (Maas et al., 2021). La alteración 

de la expresión y/o señalización de los RE endoteliales debida a la carencia de estrógenos y al 

envejecimiento podría contribuir también a la pérdida de beneficios vasculares que sufren las 

mujeres tras el inicio de la menopausia (Davezac et al., 2021).   

La “menopausia” es un término clínico empleado para describir el cese permanente de la mens-

truación que tiene lugar en mujeres de cierta edad, ante una disminución de la actividad ovárica 

folicular. La menopausia marca el inicio del climaterio en la mujer, sobreviene cuando el ciclo 

menstrual cesa debido a la anovulación. Se diagnostica retrospectivamente tras un año de ausencia 

de menstruación (Shapiro, 2012). No se trata de un acontecimiento brusco; de hecho, la transición 
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a la menopausia suele durar entre cuatro y seis años, constituyendo la etapa perimenopáusica 

(Harlow et al., 2012). A pesar de ser un proceso casi exclusivo de hembras de la especie humana, 

las hembras de la mayoría de los mamíferos también experimentan una senescencia reproductiva 

natural a mediados o finales de su vida. Sin embargo, la esperanza de vida de la inmensa mayoría 

de las especies no sobrepasa sus años reproductivos a diferencia de la mujer, cuya esperanza de 

vida se extiende mucho más allá de la etapa de vida reproductiva. En el caso de las mujeres, la 

senescencia reproductiva que caracteriza la menopausia suele producirse en torno a la quinta dé-

cada de vida, cuando su reserva finita de folículos ováricos inmaduros se agota mediante una 

combinación de ciclos ovulatorios y apoptosis normal (es decir, muerte celular programada) de-

nominada atresia (Shapiro, 2012).  

Muchos factores de riesgo para la salud varían con la edad y después de la menopausia, como por 

ejemplo, un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, cáncer, aumento de 

peso, diabetes, ictus, disfunción sexual, trastornos afectivos, trastornos del sueño y deterioro cog-

nitivo (Neves-e-Castro et al., 2015; The North American Menopause Society, 2012). 

Sin embargo, evaluar los fundamentos biológicos de la transición a la menopausia en los seres 

humanos puede resultar complicado debido a las diferencias heterogéneas existentes en muchos 

factores vitales, como la edad, la paridad, la dieta, el estatus socioeconómico, la exposición am-

biental y las características genéticas. Por ello, se han desarrollado varios modelos experimentales 

en animales de laboratorio para estudiar los efectos de las hormonas gonadales y el envejeci-

miento, como los primates no humanos y los roedores. Los modelos de primates no humanos son 

especialmente útiles para la investigación traslacional. Sin embargo, son costosos y a menudo 

requieren muchos años de estudio para dilucidar el impacto del envejecimiento y la senescencia 

reproductiva debido a su mayor longevidad en comparación con los roedores (Bellino & Wise, 

2003). Los modelos de roedores, en concreto las ratas y ratones de laboratorio, resultan especial-

mente útiles, pues sus pautas de envejecimiento se encuentran bien definidas y sus sistemas re-

productor y cerebral minuciosamente estudiados, además su menor esperanza de vida permite 

llevar a cabo estudios menos duraderos (Bimonte-Nelson et al., 2015).  

A pesar de que los roedores se erigen como modelos valiosos y apropiados para el estudio de la 

menopausia, existen diferencias clave entre la senescencia reproductiva en humanos y roedores 

(Finch, 2014).  Los roedores tienen un ciclo estral en lugar de un ciclo menstrual. El ciclo estral 

de los roedores difiere del menstrual en varios aspectos, entre ellos que el revestimiento uterino 

de los roedores se reabsorbe en lugar de desprenderse a través de la menstruación. El ciclo estral 

se produce cada cuatro o cinco días y consta de cuatro fases -proestro, estro, metaestro y diestro- 

que implican fluctuaciones hormonales ováricas similares a las del ciclo menstrual humano. Por 

otro lado, los roedores suelen entrar en un estado de celo persistente durante su senescencia re-

productiva (estropausia), caracterizado por concentraciones moderadas y elevadas de 17β-estra-

diol. Mientras que la menopausia se caracteriza por niveles bajos, a veces indetectables, de 17β-

estradiol (Goldman et al., 2007). 

Existen diversos modelos de roedores que permiten estudiar diversos aspectos de la menopausia. 

Por ejemplo, se suele emplear un modelo de ratones con ovarios intactos para estudiar el enveje-

cimiento del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal (Kermath & Gore, 2012). En cambio, la extirpa-

ción quirúrgica de los ovarios conocida como ovariectomía permite obtener un modelo de meno-

pausia experimental en animales hembra, para poder evaluar los efectos de las hormonas gonada-

les en el campo preclínico (Davezac et al., 2021).  
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1.3. Los microRNAs regulados por estrógenos y el envejecimiento vascular. 

Los miRNAs son pequeños RNA no codificantes, altamente conservados que se encuentran for-

mados por 18-25 nucleótidos. Estas moléculas de RNA endógeno son capaces de modular la ex-

presión génica a nivel post-transcripcional en organismos multicelulares, ya sea inhibiendo la 

traducción del RNA mensajero (mRNA) o promoviendo su degradación (Correia de Sousa et al., 

2019). Un miRNA es capaz de regular diversos mRNAs diana, además de actuar de manera con-

junta con otros miRNAs para coordinar la regulación de un gen determinado. Se estima que re-

gulan aproximadamente el 30% de genes en mamífero, y hasta un 60% de los genes codificantes 

de proteínas en humanos (Friedman et al., 2009). A pesar de que la mayoría se localizan en el 

interior de las células, también se han descrito miRNAs circulantes en los fluidos corporales (Zhu 

& Fan, 2011). 

Se han observado diferencias específicas de sexo y envejecimiento en los perfiles de expresión 

de miRNAs. La influencia de las hormonas sexuales y el envejecimiento sobre la regulación de 

los miRNAs ha quedado constatada en diversas investigaciones. Por ejemplo, los cambios de 

expresión de miRNAs determinados en mujeres postmenopáusicas y ratonas ovariectomizadas 

evidencian el papel regulador de los estrógenos sobre la expresión de los miRNAs (Hao et al., 

2016).  

Además de la regulación a través de los ER, mencionada anteriormente, los estrógenos también 

ejercen una regulación indirecta de la expresión génica, modulando la actividad transcripcional 

de ciertos miRNAs. Estos miRNAs responden a la presencia de estrógenos mediante los sitios de 

unión a ER localizados en su región regulatoria (ERE). Por otro lado, la variación en los niveles 

de expresión de los miRNAs no solo se debe a la acción reguladora de los estrógenos, sino tam-

bién a la existencia de miRNAs localizados en los cromosomas sexuales (Pérez-Cremades et al., 

2018a, 2021; Vidal-Gómez et al., 2018).  

Los miRNA suprimen la expresión génica a nivel postranscripcional interaccionando con elemen-

tos de respuesta a miRNA (MRE), situados dentro de las regiones no traducidas (UTR) de los 

mRNA diana. Los MRE son reconocidos a través de la región semilla de 2-8 nucleótidos locali-

zada en el extremo 5’ del miRNA (Zaporozhchenko et al., 2020). La mayoría de los miRNAs 

regulan la expresión del gen diana interactuando con las regiones 3′UTR de sus transcritos diana. 

Sin embargo, también son capaces de interaccionar con promotores de genes, regiones 5′UTRs o 

secuencias codificantes (Arora et al., 2013; Correia de Sousa et al., 2019).  

El grado de complementariedad entre la secuencia semilla del miRNA y el respectivo sitio de 

unión (MRE) determina el destino del mRNA diana. Una unión completa de la secuencia semilla 

con el mRNA diana provoca la degradación del mRNA, mientras que una unión incompleta con-

duce a su represión traduccional. Esta represión o inhibición de la traducción por miRNAs tiene 

lugar durante el inicio de la traducción (Arora et al., 2013). 

Se sabe que los miRNA intervienen en la regulación de muchos procesos celulares, llegando a 

desarrollar un papel clave en complejas vías de regulación relacionadas con la función cardíaca. 

Por ejemplo, se ha demostrado que los miRNAs intervienen en la regulación de la presión arterial 

y la función vascular, así como en el metabolismo de los lípidos en el corazón. Además, regulan 

directamente la proliferación, diferenciación y conducción cardíaca de las células del corazón. 

Algunos miRNAs incluso participan en el desarrollo y la progresión de ciertas enfermedades car-
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diovasculares relacionadas con el envejecimiento, como la aterosclerosis y la insuficiencia car-

díaca. Mientras que otros estudios indican su posible uso como biomarcadores de diagnóstico 

para diversas cardiopatías (Zhou et al., 2018).  

Lo cierto es que la biogénesis, maduración y forma de acción de los miRNAs se encuentran re-

guladas por numerosos mecanismos moleculares específicos de célula, en condiciones fisiológi-

cas y de enfermedad (Correia de Sousa et al., 2019). La propia maquinaria de biosíntesis de miR-

NAs se encuentra regulada por E2 (Pérez-Cremades et al., 2018a).  

1.3.1. MiR-30b: un microRNA regulado por estrógenos.  

El miR-30b pertenece a la familia de miRNAs miR-30, cuya expresión tisular se encuentra rela-

cionada con los niveles de estrógeno (Pérez-Cremades et al., 2018a). En humanos esta familia se 

encuentra codificada por seis genes ubicados en los cromosomas 1, 6 y 8 (Figura 1A). Consta de 

siete miembros, entre los cuales se encuentran miR-30a, miR-30b, miR-30c, miR-30d, miR-30e 

y miR-30c, que a su vez se divide en miR-30c-1 y miR-30c-2. Todos ellos comparten la misma 

secuencia semilla de reconocimiento en su extremo 5’ (Figura 1B), pero difieren en las secuencias 

compensatorias de su extremo 3’(Figura 1C), lo que les permite regular diferentes dianas y parti-

cipar en diversas vías biológicas (Mao et al., 2018; Yang et al., 2017).  

Figura 1. Miembros de la familia miR-30 y su localización genómica. (a) Localización genó-

mica de los miembros de la familia miR-30. (b) Secuencias maduras de los miembros de la familia 

miR-30 originadas del brazo 5′ de los precursores. Las secuencias semilla resaltadas en rojo y 

verde representan nucleótidos conservados. (c) Secuencias maduras de miembros de la familia 

miR-30 que surgen del brazo 3′ de los precursores (Yang et al., 2017). 
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La familia miR-30 interviene en el crecimiento celular y la diferenciación tisular, así como en 

diversos procesos implicados en la remodelación ventricular como la autofagia, la apoptosis, el 

estrés oxidativo y la inflamación. La expresión de esta familia en el corazón es abundante, por lo 

que su participación en la función cardiovascular resulta relevante. Sobre todo, destaca su inter-

vención en la patología cardíaca, pues diversos estudios han determinado una reducción signifi-

cativa de su expresión tras la inducción de una isquemia/reperfusión miocárdica o hipertrofia 

cardiaca (Zhang et al., 2019). 

El miR-30b-5p es particularmente interesante debido a sus propiedades proangiogénicas, antiin-

flamatorias y antiapoptóticas registradas en las células endoteliales ante una lesión vascular. Su 

sensibilidad a los estrógenos ha sido demostrada empíricamente, a través del aumento de expre-

sión detectado en células de cáncer de mama tratadas con E2 (Bhat-Nakshatri et al., 2009); los 

cambios cíclicos contemplados en su expresión endometrial (Kuokkanen et al., 2010); las dife-

rencias de sexo descritas en los perfiles de expresión cerebrales de pacientes esquizofrénicos (Me-

llios et al., 2012) y la sobreexpresión determinada en células endoteliales tratadas con E2. Ade-

más, se han encontrado sitios de unión a ER en la región reguladora del precursor pre-miR-30b 

(Vidal-Gómez et al., 2018).  

El mecanismo de maduración de los miRNA se basa en una sucesión de escisiones enzimáticas 

de moléculas precursoras debido a la actividad hidrolizante, específica e inespecífica de RNA, 

desempeñada por una serie de complejos proteicos (Zaporozhchenko et al., 2020). A continua-

ción, se describe el proceso de biogénesis de miR-30b (Figura 2). En primer lugar, la RNA poli-

merasa II transcribe el gen MIR30B, generando un transcrito primario largo (pri-miR-30b). Pos-

teriormente, el pri-miRNA es hidrolizado por un complejo microprocesador compuesto por una 

RNasa III Drosha y la proteína de unión al RNA, DGCR8 (gen de la región crítica del síndrome 

de Di George). La hidrólisis libera moléculas de RNA de ~70 nt con estructura de horquilla co-

nocidas como miRNAs precursores (pre-miR-30b). El pre-miR-30b consta de un bucle monoca-

tenario y un tallo bicatenario que termina en un extremo 3’ colgante. El reconocimiento de ambos 

elementos estructurales por parte del complejo exportina-5/RanGTP previene la degradación nu-

clear del pre-miR-30b y permite su transporte al citoplasma (Li et al., 2018; Zaporozhchenko 

et al., 2020).  En el entorno citoplasmático, el pre-miR pasa a formar parte de un complejo pro-

teico de procesamiento, constituido por la enzima RNasa III Dicer, la proteína de unión al RNA 

de respuesta a la transactivación (TRBP) y la proteína activadora de la proteína quinasa R (PACT). 

Dicer escinde la horquilla del pre-miRNA en una molécula de RNA de doble cadena con extremos 

3’ colgantes (Li et al., 2018; Zaporozhchenko et al., 2020). Dicho miRNA dúplex inmaduro consta 

de dos brazos: miR-5p y miR-3p (Mitra et al., 2015). Finalmente, la carga de una de las dos ca-

denas en una proteína de la familia argonauta (AGO1-AGO4) conduce a la formación del com-

plejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), encargado de reconocer la diana e implementar 

el efecto regulador. El complejo RISC cargado (miRISC) es capaz de inhibir la traducción del 

mRNA o promover su degradación.  

Anteriormente creían que la cadena no seleccionada (miRNA*), por lo general miR-3p, quedaba 

relegada como subproducto y era degradada. De modo que, la mayoría de los estudios solo con-

sideraban los efectos reguladores de la hebra más abundante. Sin embargo, ya se ha comprobado 

que la cadena miRNA* también es capaz de ejercer una acción reguladora. Por ello, ahora un 

miRNA maduro se designa con el sufijo "-3p" o "-5p" dependiendo de la cadena de origen (Camps 

et al., 2014). 
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Aunque bien es cierto que la mayoría de los miRNAs conocidos siguen la vía canónica de madu-

ración, el sistema de biogénesis de miRNAs presenta una cierta flexibilidad adicional gracias a la 

existencia de rutas de biogénesis alternativas. Se distinguen vías de maduración no canónicas 

independientes de Drosha y Dicer (Zaporozhchenko et al., 2020). En estas vías alternativas es la 

endonucleasa Argonauta 2 la que lleva a cabo el procesamiento del pre-miRNA y la formación 

del complejo RISC (MacFarlane & R. Murphy, 2010). 

1.4. Análisis de los perfiles de expresión de los miRNAs.  

Resulta interesante conocer los niveles de expresión de los miRNAs, puesto que desempeñan un 

rol transcendental en la regulación celular. En la actualidad existen varios métodos para medir los 

niveles de expresión de los miRNAs. Entre ellos se encuentran la reacción en cadena polimerasa 

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), que combina primers específicos de la retrotranscripción 

con el análisis TaqMan PCR (Applied Biosystems); la qPCR con primers de ácido nucleico blo-

queados (Exiqon); la qPCR que emplea la cola de poli(A) (Qiagen, Stratagene), la secuenciación 

masiva de alto rendimiento de próxima generación (NGS) y el análisis de microarrays (Ach et al., 

2008; Git et al., 2010).  

Tanto las técnicas ómicas, secuenciación masiva y microarrays, como la RT-qPCR son las técni-

cas de análisis más comunes para cuantificar los miRNAs en una muestra de RNA total.  Los 

perfiles de miRNAs obtenidos por ambos métodos en distintos ensayos se correlacionan bastante 

bien, por lo que se pueden emplear indistintamente (Ach et al., 2008). No obstante, la secuencia-

ción y los microarrays pueden no detectar aquellos miRNAs que se expresan en menor abundan-

cia. Mientras que la qPCR es una técnica de cuantificación mucho más sensible y precisa capaz 

de percibir una expresión mínima (Chen et al., 2005). 

Figura 2. Vía canónica de biogénesis de miR-30b-5p. Imagen desarrollada con el programa 

Biorender (https://app.biorender.com). 
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En la qPCR la reacción de amplificación se monitoriza a medida que transcurre el proceso. La 

incorporación de sondas fluorogénicas específicas permite detectar el producto de la PCR con-

forme se acumula a lo largo de los sucesivos ciclos de la qPCR (THERMO FISHER SCIENTI-

FIC, s. f.).  

En los primeros ciclos de la qPCR, la señal de fluorescencia debida al ruido de fondo apenas varía, 

sirviendo de referencia para establecer una línea base. A medida que avanza la amplificación, 

aumenta la fluorescencia detectada debido a la acumulación del producto. Por tanto, la cantidad 

de analito inicial se determina en base al tiempo que tarda en detectarse un aumento significativo 

de fluorescencia.  Para lo cual se establece un umbral de fluorescencia fijo por encima de la línea 

de base. (THERMO FISHER SCIENTIFIC, s. f.).  

1.5. Aproximaciones In Silico en el estudio de miRNAs. 

El vertiginoso descubrimiento de nuevos miRNAs y sus correspondientes dianas ha llevado a los 

investigadores a preguntarse qué acciones desempeñan en la célula y cuáles son sus mecanismos 

reguladores. Las aproximaciones bioinformáticas resultan clave para comprender el procesa-

miento y la función biológica de estas moléculas de RNA no codificante. 

Las características estructurales particulares de los miRNAs han permitido diseñar toda una serie 

de herramientas bioinformáticas -miRScan, miRSeeker o miRank- capaces de predecir miRNAs 

a través de secuencias genómicas. Estos algoritmos determinan posibles secuencias precursoras 

de miRNAs identificando estructuras de horquilla en regiones no codificantes y no repetitivas del 

genoma (Liu et al., 2014). 

Durante los últimos años se han desarrollado métodos biológicos y enfoques computacionales 

para descubrir miRNAs, identificar sus dianas e inferir sus funciones. Toda la información es 

recopilada en bases de datos que se actualizan habitualmente (Liu et al., 2014), siendo miRBase 

(http://www.mirbase.org/), el principal repositorio de secuencias y anotaciones de miRNAs, ex-

traídos de la literatura o pendientes de validar (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011).  

2. Objetivo 

El estradiol y el envejecimiento influyen en la regulación de los miRNAs y por tanto en su papel 

modulador del endotelio vascular  (Pérez-Cremades et al., 2018b).  

En estudios previos del grupo se realizó un análisis del perfil transcriptómico mediante micro-

arrays en células endoteliales tratadas con E2, y se identificaron cambios en la expresión de miR-

30b, lo cual indica su posible sensibilidad al estrógeno (Pérez-Cremades et al., 2021). Sin em-

bargo, aún debe seguir estudiándose la relación entre la expresión de miRNAs dependientes del 

estradiol y la función cardiovascular. Además, la técnica de qPCR puede ayudar a comprender 

mejor la influencia de los estrógenos sobre la expresión de miR-30b.  

Este trabajo pretende ayudar a esclarecer la implicación y regulación de los miRNAs dependientes 

de estrógenos en el sistema cardiovascular a través de los siguientes objetivos específicos: 

1. Realizar un estudio bioinformático de la secuencia y localización genómica del miR-30b-

5p, así como de los posibles mecanismos reguladores de su expresión, en humano y ratón.  
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2. Evaluar la expresión del miR-30b-5p mediante qPCR en 8 tejidos procedentes de ratones 

intactos, identificando posibles diferencias entre sexos.   

3. Analizar la expresión del miR-30b-5p mediante qPCR en los corazones de un modelo de 

menopausia murino.  

 

4. Validar las muestras procedentes del modelo experimental de menopausia determinando 

la expresión del gen del óxido nítrico sintasa endotelial (NOS3), estrechamente relacio-

nada con los niveles de estrógenos. 

3. Materiales y Métodos 

3.1.  Análisis bioinformáticos 

3.1.1. Estudio de miR-30b-5p. 

En primer lugar, se estudió la localización genómica de miR-30b-5p en humano y ratón. Además, 

se analizaron las secuencias de los respectivos miRNAs ortólogos, hsa-miR-30b-5p y mmu-miR-

30b-5p. La información se extrajo de la base de datos miRBase (http://www.mirbase.org/).  

3.1.2. Identificación de factores de transcripción reguladores del miR-30b-

5p. 

Las relaciones regulatorias entre factores de transcripción (FT) y el miRNA se obtuvieron de la 

base de datos TransmiR (http://cmbi.bjmu.edu.cn/transmir). La última versión v2.0 contiene 

3.730 regulaciones FT-miRNA procedentes de 1.349 publicaciones y 1.785.998 regulaciones TF-

miRNA derivadas de pruebas ChIP-seq. Los datos de regulación FT-miRNA derivados de ChIP-

seq se clasifican en niveles de evidencia (1 y 2), según la fiabilidad de la anotación de la región 

reguladora transcripcional (J. Wang et al., 2010).  

3.1.3. Predicción de los genes diana del miR-30b-5p. 

Existen diversos métodos computacionales para predecir posibles dianas de miRNA como mi-

Randa, miRDB, TargetScan o microT-CDS. Todos estos algoritmos emplean diferentes técnicas 

y criterios de predicción, en cuanto al emparejamiento de bases, la accesibilidad de la diana y su 

conservación evolutiva. 

Con el objetivo de determinar los genes diana del miR-30b-5p se ha comparado la información 

obtenida por tres programas de predicción diferentes: miRDB, TargetScan y microT-CDS.  

MiRDB (http://mirdb.org/miRDB/) es una base de datos online de dianas predichas mediante la 

herramienta bioinformática MirTarget, desarrollada a partir del análisis de miles de interacciones 

miRNA-diana procedentes de experimentos de secuenciación de alto rendimiento (Chen & Wang, 

2020).  

TargetScan (http://www.targetscan.org/) predice las dianas biológicas de los miRNA identificando 

sitios conservados de 8, 7 y 6 nucleótidos que coincidan con la región semilla de cada miRNA 
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(Lewis et al., 2005). Como opciones, también proporciona predicciones con sitios mal conserva-

dos o sitios de interacción débil que se compensan con el emparejamiento 3'.  

DIANA-microT-CDS (http://www.microrna.gr/webServer) es la quinta versión del algoritmo mi-

croT, diseñado para predecir interacciones miRNA-mRNA in silico, es capaz de identificar dianas 

en regiones 3’UTR y codificantes (CDS) (Paraskevopoulou et al., 2013). 

Se obtuvo una lista de posibles dianas humanas contrastando los datos obtenidos por los tres pro-

gramas de predicción seleccionados. Mediante la herramienta comparativa Venny del CNB-CSIC 

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) se seleccionaron las dianas compartidas por los tres 

programas. Posteriormente se realizó el mismo procedimiento para obtener una lista de dianas del 

miR-30b-5p en ratón. Finalmente se seleccionaron las dianas del miRNA presentes tanto en hu-

mano como en ratón, haciendo uso de la herramienta Venny de nuevo. 

3.1.4. Anotación funcional de miR-30b-5p. 

La anotación funcional de los miRNAs se lleva a cabo mediante un análisis bioinformático de 

enriquecimiento funcional de sus genes diana.   

Diversas interfaces de predicción de dianas de acceso libre (miRDB, miRò, MAGIA) proporcio-

nan también información sobre las vías biológicas reguladas por los miRNAs. La anotación fun-

cional depende de las dianas predichas empleadas para el análisis y, por tanto, de los algoritmos 

de predicción empleados (Liu et al., 2014).  

Se realizó un análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) sobre las dianas obteni-

das, para determinar los procesos biológicos cuya expresión genética está regulada por miR-30b-

5p en humanos. El GSEA se ejecutó con la herramienta proporcionada por miRwalk, que ofrece 

un análisis de enriquecimiento estándar basado en las pruebas hipergeométricas (algoritmo de 

selección chi-cuadrado)(Sticht et al., 2018).  

A través del GSEA se pudo llevar a cabo la anotación funcional de miR-30b-5p mediante ontolo-

gías como la categoría Proceso Biológico de Ontología Génica (GO:BP, de sus siglas en inglés) 

y la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG, de sus siglas en inglés). Las funciones 

biológicas y rutas metabólicas enriquecidas en el conjunto de genes diana analizados (Tablas S1 

y S2, Anexo I), se representaron en un mapa de burbujas mediante el servidor web SRPlot 

(http://www.bioinformatics.com.cn/srplot).  

3.2.  Análisis in vitro de hsa-miR-30b-5p. 

3.2.1. Animales del estudio.  

Se utilizaron ratones albinos de la cepa pura AKR/J (n=6) para poder determinar como el sexo 

afecta a la expresión del miR-30b en diferentes tejidos. Se estudiaron ratones (n=3) y ratonas 

(n=3).  

La cepa AKR/J sirve como reserva genética para establecer las cepas SAMP (del inglés, Senes-

cence Accelerated Mouse Prone) y SAMR (del inglés, Senescence Accelerated Mouse Resistant), 

que presentan diferentes fenotipos de envejecimiento. Ambas cepas proceden de un proceso de 

selección fenotípica llevado a cabo por Takeda et al. desde 1968 a 1973. Mientras que las cepas 

SAMP se caracterizan por poseer un envejecimiento acelerado y manifiestan cambios patológicos 
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relacionados con la edad similares a los de los humanos, las cepas SAMR presentan resistencia al 

proceso de senescencia acelerada y exhiben una un fenotipo de envejecimiento normal (Teter, 

2009). Concretamente, en este estudio se emplearon ratones SAMR1, elegidos a menudo como 

control del envejecimiento normal para las cepas SAMP, pues posibilitan la continuidad del estu-

dio en un modelo de senescencia acelerada. 

Los ratones empleados para el estudio fueron criados y preservados en el recinto de animales de 

la Unidad Central de Investigación de Medicina en la Universitat de València, bajo unas condi-

ciones reguladas de acuerdo con las políticas institucionales (temperatura estable de 22 °C, alter-

nancia entre períodos de luz y oscuridad de 12 horas, humedad del 60%, pienso estándar y acceso 

libre al agua). 

Todos los protocolos experimentales realizados en el presente estudio fueron evaluados por el 

Comité de Ética de Investigación y Bienestar Animal habilitado por la Dirección General de Me-

dioambiente, de acuerdo con el Real decreto 53/2013 en el que se establecen las normas básicas 

aplicables para la protección de los animales utilizados en experimentación. Los experimentos 

fueron aprobados por la Comisión de Ética en Investigación Experimental de la Universitat de 

València, con número de autorización 2020/VSC/PEA/0128.  

3.2.2. Modelo experimental de menopausia.  

Con el fin de investigar el efecto de los estrógenos se analizaron en paralelo 3 clases de grupos 

experimentales. El grupo de ovariectomizadas (Ovx), constituido por ratonas (n=4) a las que se 

extirparon quirúrgicamente los ovarios, el oviducto y la grasa peri ovárica. El grupo de ovariec-

tomizadas y tratadas con estrógenos (OvE), incluye a ratonas (n=4) que recibieron un tratamiento 

de reemplazo hormonal con E2 tras la ovariectomía. Por último, un grupo de ratonas (n=4) control 

de la cirugía (Sham), que fueron sometidas a la misma intervención quirúrgica, pero mantuvieron 

intactos sus ovarios. 

3.2.2.1.  Extirpación quirúrgica de los ovarios. 

La ovariectomía se llevó a cabo en ratonas de la cepa SAMR1 de 5 meses de edad. Los animales 

recibieron como tratamiento analgésico isoflurano por vía inhalatoria. Paralelamente, se les ad-

ministró 0.05 mg/kg de buprenorfina por vía subcutánea como analgésico. Para poder llevar a 

cabo la intervención, el animal se posicionó en decúbito lateral derecho. Tras desinfectar la zona 

a operar y comprobar el efecto de la anestesia asegurando la pérdida de reflejos podales, se realizó 

una incisión de 0.5 cm en el borde dorsal de la última costilla. La incisión cutánea y muscular 

permitió extraer el ovario junto al infundíbulo y el ligamento ovárico. Seguidamente, se efectuó 

una ligadura transfixiante por debajo del infundíbulo, suturando con monofilamento reabsorbible 

de 5/0 (Monosyn, Braun). El mismo procedimiento se realizó en el lado izquierdo del animal, 

finalizando la intervención desinfectando la zona. Durante los 3 días posteriores se proporciona-

ron 0.3 mg/kg de meloxicam (cada 24 horas) como analgésico postoperatorio para aliviar el dolor. 

3.2.2.2. Tratamiento de reemplazo de estrógenos. 

El grupo de ratonas OVE recibió una dosis continua de E2 (10 g/Kg/día) durante 28 días a través 

de bombas osmóticas (Alzet Osmotic Pumps® Model 2004, Durect Corporation). Cada una de 

las bombas fue implantada en un bolsillo subcutáneo, creado en la zona subescapular con la ayuda 
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de una pinza hemostática, situando el orificio moderador del flujo en dirección a la cabeza del 

animal. La membrana semipermeable que contienen estas bombas, junto con el reservorio de po-

lietilenglicol, garantizan la difusión pasiva de la solución hacia el animal. El E2 liberado por la 

bomba pasa a la circulación sistémica del individuo a través de los capilares de la zona de im-

plantación. 

La solución osmótica cargada en cada bomba contenía E2 (Sigma-Aldrich) a una concentración 

de 40 g/mL por mg de peso del animal. La solución stock de 8 mg/mL de E2 en dimetilsulfóxido 

(DMSO) absoluto (Sigma-Aldrich) se diluyó en una solución salina fisiológica (NaCI 0,9 %, 

Sigma Aldrich) con DMSO al 50%. Finalmente se introdujeron 200 mL de solución filtrada a 

cada una de las bombas. 

3.2.3. Extracción de RNA de tejidos. 

Para analizar la variación de expresión de miR-30b-5p, se extrajo el RNA de 8 tejidos procedentes 

de ratones intactos, hembra y macho, así como ratonas Ovx, OvE y Sham. Primero se desconge-

laron las muestras de los diferentes tejidos almacenadas en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) con RNAlater RNA Stabilization Reagent a -80ºC. Todo el 

proceso se llevó a cabo con la mayor eficiencia posible, en un ambiente estéril y manteniendo el 

tejido a baja temperatura para evitar la degradación del RNA. 

Tras la descongelación a 4ºC en hielo, los tejidos se diseccionaron en una placa Petri estéril. El 

procedimiento se realizó sobre una caja de hielo para evitar la degradación del RNA. Se seccio-

naron en fragmentos pequeños -aproximadamente 1-2 mm de tamaño- empleando tijeras y pinzas 

estériles, para evitar la contaminación del tejido con microorganismos y RNAsas.  

Los fragmentos obtenidos se transfirieron inmediatamente a tubos de microcentrífuga de 2 ml 

(Eppendorf). De manera previa, se añadió una perla de acero inoxidable de 5 mm de diámetro 

(Qiagen, Hilden, Alemania) a cada uno de los tubos. 

Antes de comenzar con la extracción, se congelaron los tubos a una temperatura de -196 ºC, de-

positándolos en una caja de corcho con nitrógeno líquido. Inmediatamente, se añadió 1 mL del 

reactivo de lisis TRItidy G (Panreac Química S.L.U., Castellar del Vallès, España) a cada tubo y 

se aseguró el cierre con Parafilm. 

La mezcla se homogeneizó mediante el TissueLyser LT (Qiagen) a una velocidad de 25 Hz du-

rante 5 minutos hasta su completa disgregación. Cabe destacar que las frecuencias superiores a 

25 Hz pueden provocar la degradación del RNA.  

A continuación, se indujo la precipitación de proteínas adicionando 200 µl de Cloroformo (Pan-

reac Química). Tras agitar vigorosamente con vórtex (Heidolph Instruments, Schwabach, Alema-

nia) durante 15 segundos, los homogeneizados se incubaron a temperatura ambiente durante 3 

minutos. Para promover la disociación de los complejos nucleoproteicos.  

Seguidamente, se realizó una centrifugación de 15 minutos a 12,000 x g y 4ºC, empleando para 

ello la centrífuga 5415R (Eppendorf), con el objetivo de separar la mezcla en tres fases: una fase 

orgánica roja que contiene las proteínas, una interfase blanca donde se encuentra el DNA y una 

fase superior acuosa que alberga el RNA.  

Se transfirieron aproximadamente 400 µl de la fase acuosa a un tubo de microcentrífuga nuevo 

de 1.5 mL para poder precipitar el RNA. Añadiendo Isopropanol (2-propanol, Panreac Química), 



 

13 

 

1.5 veces el volumen de fase recuperada, y mezclando cuidadosamente por inversión (10x), se 

dejó incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugó 10 minutos a 12,000 x g y 

4ºC. De este modo, el RNA precipitó en el fondo del tubo en forma de pellet.  

Posteriormente se eliminó cuidadosamente el sobrenadante, tratando de no tocar el pellet. Para 

lavarlo, se adicionó 1 mL de etanol 75% (diluido con agua libre de RNAsas) y centrifugó 10 

minutos a 12,000 x g y 4ºC. 

Por último, se descartó el sobrenadante y las muestras se dejaron secar con el eppendorf abierto 

(5-10 min), evitando la disecación del pellet. El RNA extraído se eluyó en 20 µl de agua libre de 

RNasas. Las muestras se conservaron a -20 ºC. 

3.2.3.1. Determinación de la calidad y cantidad de RNA extraído. 

La concentración y pureza del RNA extraído se midieron utilizando el espectrofotómetro 

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Vilna, Lituania). Prestando especial atención a las ratios de 

pureza A260/A280 y A260/A230. El primero determina la pureza del RNA extraído en base a la 

presencia de proteínas, contaminantes o restos de reactivos presentes en la muestra. Un valor de 

2.0 indica que la contaminación no es significativa. Por otra parte, la ratio A260/A230 mide la 

presencia de contaminantes orgánicos que pueden interferir en la posterior amplificación del 

RNA, como es el caso del etanol. El valor ideal se encuentra en torno al 1.8. 

3.2.4.  Cuantificación de la expresión de hsa-miR-30b-5p. 

Se empleó un sistema RT-qPCR de dos pasos (Figura 3) con el propósito de cuantificar el miR-

30b en las muestras de RNA extraído de los diferentes tejidos. A través de un primer paso de 

transcripción inversa, se obtuvo el DNA complementario (cDNA) necesario para un segundo paso 

de qPCR (Chen et al., 2005). Todos los reactivos empleados para la RT-qPCR proceden del kit 

TaqMan para ensayos de microRNAs avanzados (Thermo Fisher Scientific).  

Figura 3. Descripción del ensayo RT-PCR. Basado en el kit para ensayos de miRNAs de Ap-

plied Biosystems TaqMan (C. Chen et al., 2005). 
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El primer de transcripción inversa del paso 1 (Figura 3) proporcionado por TaqMan presenta una 

estructura en tallo-bucle idónea para la restrotrancripción y posterior detección de ácidos nuclei-

cos de corta longitud, como son los miRNAs maduros. 

La sonda incorporada por el sistema de reacción TaqMan (Thermo Fisher Scientific) en el paso 2 

(Figura 3) contiene un fluoróforo en su extremo 5’ (reporter) y un represor (quencher) en el ex-

tremo 3’. Al inicio de la reacción, mientras la sonda permanece intacta, la proximidad del supresor 

reduce notablemente la fluorescencia emitida por el reporter. El apantallamiento sucede debido al 

fenómeno de transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (FRET). Tras la desnatura-

lización del cDNA obtenido en la retrotranscripción, los primers (forward y reverse) y la sonda 

hibridan específicamente con el cDNA. Durante la fase de extensión de los primers, la polimeri-

zación llevada a cabo por la DNA polimerasa conduce a la disociación de la sonda, separación de 

ambos colorantes y el consiguiente aumento de la señal fluorescente. En cada ciclo de PCR se 

disocian las correspondientes sondas, generando una intensidad de fluorescencia proporcional a 

la cantidad de amplicones obtenidos (Chen et al., 2005; Forero et al., 2019).   

Existe una serie de sesgos asociados a la cuantificación por qPCR que exigen la incorporación de 

un control endógeno, como la variación en la cantidad de material de partida, recogida de mues-

tras, preparación y calidad del RNA, o eficiencia de la retrotranscripción. El control endógeno se 

caracteriza principalmente por mantener una expresión constante en una amplia variedad de tipos 

celulares, tejidos y condiciones experimentales (Wong et al., 2007). Para la cuantificación del 

miR-30b se eligió el RNA nuclear pequeño (snRNA) U6 como control endógeno. Se trata de un 

RNA no codificante que forma parte de la proteína ribonuclear pequeña (snRNP) U6, un compo-

nente del espliceosoma eucariota (Mroczek & Dziembowski, 2013). Su análisis permite normali-

zar los datos de expresión del miRNA corrigiendo los sesgos descritos. 

3.2.4.1. Retrotranscripción. 

El primer de transcripción inversa proporcionado por TaqMan presenta una estructura en tallo-

bucle idónea para la restrotrancripción y posterior detección de ácidos nucleicos de corta longitud, 

como son los miRNAs maduros. El sistema de reacción de transcripción inversa (RT) contiene 15 

µl por muestra: 1.5 µl tampón de retrotrancripción 10x, 1 µl de retrotranscriptasa multiscribe 

(500U/ µl), 0.19 µl de inhibidor de RNAsas (20U/ µl), 0.15 µl de desoxirribonucleótidos (100 

Mm), 1 µl de cada primer específico de miRNA y agua libre de RNAsas hasta completar el mix.  

En un único mix se retrotranscribió el hsa-miR-30b-5p, utilizando el primer específico de TaqMan 

miRNA Assays (ID: 000602) y el control U6 (ID: 001973). Se preparó un mix de retrotranscrip-

ción para n +1 muestras. Posteriormente, se mezclaron 15 µl del mix con 5 µl de muestra de RNA 

total (100 ng), en tubos de 0.2 ul libres de RNAsas.  

La retrotrancripción tuvo lugar a 16ºC durante los primeros 30 minutos, a 42ºC los siguientes 30 

minutos y a 85º C los últimos 5 minutos. Al finalizar, los productos de cDNA obtenidos se con-

servaron a 4ºC para utilizarse de inmediato o se almacenaron a -20ºC de manera indefinida. 
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3.2.4.2. qPCR 

El sistema de reacción de la PCR cuantitativa en tiempo real utilizado contiene 9 µl por muestra: 

3.5 µl de agua libre de RNAsas, 5 µl de TaqMan Gene Expression Mastermix y 0.5 µl de la sonda 

TaqMan TM específica del miRNA de interés. Se prepararon diferentes sistemas específicos de 

diana, tantos como moléculas de RNA se testaron. En este caso se necesitaron dos mixes, para 

analizar la expresión del hsa-miR-30b-5p y el snRNA U6. Se calculó la cantidad de mix necesaria 

para 2n + 1 muestras, puesto que se realizaron duplicados técnicos de cada muestra.  

La qPCR se llevó a cabo en una placa de 384 pocillos, depositando en cada uno 9 µl de mix y 1 

µl del cDNA obtenido en la retrotranscripción previa. En el análisis también se incluyó el blanco 

de la transcripción inversa, así como un blanco del mix de PCR. Tras tapar la placa con “optical 

adhesive film”, se realizó un spin a 1000 g durante 1 min para que el volumen, tanto de mix como 

de muestra, fueran al fondo del pocillo. Finamente se inició la qPCR de 41 ciclos, de acuerdo con 

las condiciones térmicas sugeridas para el ensayo TaqMan (Tabla 1). El primer ciclo o “hold 

stage” es necesario para la activación de la DNA polimerasa Thermo-Start proporcionada por 

TaqMan.  

 

Tabla 1. Condiciones térmicas de la qPCR realizada en QuantStudio 5. 

Hold Stage (1 Ciclo) 2 min 50 °C 

15 min 95 °C 

qPCR (40 ciclos) 15 s 95 °C 

60 s 60 °C 

 

Se configuró el equipo de manera previa empleando el software de diseño y análisis QuantStudio 

Design and Analysis Software. Al elaborar la plantilla, se asignó a cada pocillo el nombre de la 

muestra y sonda de miRNA correspondientes. Al finalizar la qPCR el software proporcionó el 

valor Ct (ciclo umbral, de sus siglas en inglés) de cada pocillo. El parámetro Ct, empleado como 

medida indirecta de cuantificación, se corresponde con el número de ciclo de amplificación a 

partir del cual la fluorescencia supera el umbral preestablecido. Cuanto mayor es el número de 

copias iniciales del miRNA a determinar, antes se observa un incremento de fluorescencia signi-

ficativo y menor será el Ct. Los resultados se relativizaron frente al control endógeno empleando 

el método de cuantificación comparativa 2-ΔCt. La comparación entre los distintos grupos experi-

mentales permitió calcular el grado de cambio en la expresión (Fold Change).  
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3.2.5.  Determinación de la expresión de NOS3. 

La operación de ovariectomía se validó determinando el nivel de expresión de NOS3 en los cora-

zones de ratonas Ovx (n=4), OvE (n=4) y Sham (n=4) para lo cual también se empleó el sistema 

RT-qPCR Taqman de dos pasos.  

Se realizaron los mismos pasos del ensayo de expresión descrito en el apartado 2.4. Ambos ensa-

yos de expresión son muy similares, exceptuando ciertas particularidades. Por ejemplo, el cDNA 

se obtuvo empleando random primers, en lugar de primers específicos.  

3.2.5.1. Retrotranscripción. 

El sistema de RT consta de 15 µl por muestra: 9.2 µl agua libre de RNAsas, 2 µl tampón de 

retrotrancripción 10x, 1 µl de retrotranscriptasa multiscribe (500U/ µl), 0.8 µl de desoxirribonu-

cleótidos (100 Mm) y 2 µl de random primers. En este caso no fue necesario añadir inhibidores 

de RNAsas.  

3.2.5.2. qPCR 

El sistema de qPCR para el análisis de genes empleado es idéntico al sistema de análisis de miR-

NAs TaqMan. Para relativizar los resultados se seleccionó como gen control la enzima gliceral-

dehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se emplearon las sondas TaqMan específicas de 

NOS3 Mm00435217_m1 y GAPDH Mm03302249_g1. 

3.2.6. Análisis estadísticos. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, 

La Jolla, CA, www.graphpad.com). En primer lugar, se identificaron los valores atípicos, y se 

comprobó la normalidad de los datos mediante la prueba estadística de Kolmogorov-Smirnov. La 

distribución normal de los datos obtenidos permitió realizar posteriormente pruebas de análisis 

paramétrico. Para determinar las diferencias específicas de sexo entre ratones y ratonas de la 

misma cepa, se utilizó un T-test múltiple. Los grupos de estudio (Sham, Ovx, OvE) se compararon 

empleando el análisis de varianza (ANOVA) de una vía. Se considero significativa una probabi-

lidad menor o igual a 0,05 (*p ≤ 0,05). 

4. Resultados  

4.1. Estudio bioinformático de miR-30b. 

4.1.1. Secuencias de hsa-miR-30b-5p y mmu-miR-30b-5p. 

El hsa-miR-30b-5p está codificado por un único gen muy conservado a lo largo de la evolución. 

El gen MIR30b humano se localiza en el cromosoma 8q24.22, en una región intragénica, dentro 
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del gen ZFAT (Yang et al., 2017). Mientras que el gen MIR30b murino que codifica mmu-miR-

30b-5p se encuentra en el cromosoma 15q29.44.  

A continuación, se muestran las secuencias humanas y murinas del miR-30b-5p maduro y su pre-

cursor extraídas de la base de datos miRBase (Tabla 2). A pesar de que ambos precursores no son 

exactamente idénticos, hsa-miR-30b-5p y mmu-miR-30b-5p coinciden en su secuencia. Por ello, 

para analizar la expresión en ratones se ha podido emplear el primer específico de hsa-miR-30b-

5p.  

Tabla 2. Secuencias del miR-30b-5p obtenidas a partir de miRBase. 

Especie Secuencia Pre-miR-30b pb Secuencia miR-30b-5p maduro pb 
Accesión 

miRBase 

Homo Sa-

piens 
 

88 5’-UGUAAACAUCCUACACUCAGCU 22 
>Hsa-miR-30b-

5p MI0000441 

Mus 

musculus 
 

96 5’-UGUAAACAUCCUACACUCAGCU 22 
>Mmu-mir-30b-

5p MI0000145 

 

4.1.2. Genes dianas de miR-30b-5p.  

Al comparar las dianas de hsa-miR-30b-5p predichas por miRDB, TargetScan y microT-CDS, se 

obtuvieron 897 dianas comunes (Figura 4A). Mientras que en el caso de mmu-miR-30b-5p, coin-

cidieron 232 dianas (Figura 4B).  

Tras contrastar ambas listas, se identificaron 173 dianas compartidas entre hsa-miR-30b-5p y 

mmu-miR-30b-5p (Figura 4C). De este modo, se acotó el número de posibles genes regulados 

por miR-30b-5p en humano y ratón. 

A. B. C. 

Figura 4. Diagramas de Venn obtenidos a partir de las dianas predichas a través de miRDB, 

TargetScan y microT-CDS. A) Dianas comunes de hsa-miR-30b-5p. B) Dianas comunes de 

mmu-miR-30b-5p. C) Dianas compartidas por hsa-miR-30b-5p y mmu-miR-30b-5p. Gráficos 

desarrollados mediante la herramienta Venny del CNB-CSIC.  
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4.1.3. Factores de transcripción reguladores del miR-30b. 

Son varios los factores de transcripción (FT) capaces de regular la expresión de hsa-miR-30b-5p 

(Figura 5). Sin embargo, se desconoce el tipo de regulación concreta que ejecutan la mayoría. 

 

Para comprender el mecanismo regulador que controla la expresión del miRNA, se seleccionaron 

los FT capaces de activar o reprimir la transcripción de miR-30b-5p (Tabla 3).  

Tabla 3. Factores de transcripción de hsa-miR-30b obtenidos de la base de datos TransmiR 

v2.0 

FT 
Tipo de  

regulación 
Tejido 

Condición clínica /  

Tratamiento 
SRAID/PMID 

EZH2 Represión 
Células epiteliales de 

cáncer de próstata 
Cáncer de próstata 23728339 

MYC Represión Linfoma de células B Linfoma 18066065 

NFKB1  

(p105) 
Represión Células HeLa Tratamiento con TNFα 24418602 

EPAS1 Activación Línea celular MCF-7 Cáncer de mama 24517586 

HIF1A Activación Línea celular MCF-7 Cáncer de mama 24517586 

NFKB 

(p65/RelA) 
Activación 

Células epiteliales bi-

liares humanas 
- 20144951 

Figura 5. Factores de transcripción que regulan la expresión de hsa-miR-30b-5p. Ilustración 

obtenida de TransmiR. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23728339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18066065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24418602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24517586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24517586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20144951
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Entre los FT capaces de regular la expresión de hsa-miR-30b se encuentran varios miembros de 

la familia NF-κB, p105 y p65. Esta familia de FT controla un amplio espectro de funciones bio-

lógicas. Se ha descrito su participación en diversos procesos, por ejemplo, la supervivencia celu-

lar, proliferación, diferenciación, inflamación, inmunidad o tumorigénesis (Hayden & Ghosh, 

2008). Puede que el miR-30b-5p actúe como un mediador central de la vía NF-KB, contribuyendo 

a los efectos de esta.  

En lo referente a ratón, solo se encontraron 2 FT capaces de regular mmu-miR-30b (Tabla 4).  

Tabla 4. Factores de transcripción de mmu-miR-30b obtenidos de la base de datos Trans-

miR v2.0 

FT 
Tipo de  

regulación 
Tejido 

Condición clínica / 

Tratamiento 
SRAID/PMID 

E2F1 Represión Cardiomiocitos - 
25301066 

 

FOXF1 Regulación Pulmón - 

SRX1585633 

SRX1585634 

SRX1585633 

 

Destaca la represión transcripcional de mmu-miR-30b llevada a cabo por el factor de transcrip-

ción E2F1 (E2F1) en cardiomiocitos. En estas células, miR-30b es capaz de inhibir la muerte 

celular necrótica mediada por la ciclofilina D (CypD), al suprimir la traducción de CypD. De 

hecho, la expresión de miR-30b en cardiomiocitos reduce la necrosis y el tamaño del infarto de 

miocardio tras la lesión por isquemia/reperfusión (I/R) en ratones. Por tanto, E2F1 interrumpe la 

actividad antinecrótica de miR-30b reprimiendo su transcripción en las células musculares car-

díacas. Por lo que, E2F1/miR-30b/CypD constituye un eje de regulación de la necrosis (K. Wang 

et al., 2015).  

4.1.4. Rutas biológicas reguladas por miR-30b. 

A continuación, se muestran las principales rutas biológicas reguladas por el miRNA de interés, 

determinadas a partir de un análisis de enriquecimiento de las dianas anteriormente predichas 

mediante la base de datos miRwalk. Destaca el papel que presenta miR-30b-5p en los procesos 

de apoptosis, inflamación, angiogénesis e hipoxia, que suceden en el endotelio vascular. A través 

de ellos, miR-30b-5p participa en el mantenimiento del estado fisiológico del sistema vascular y, 

por tanto, en la prevención del desarrollo de patologías cardíacas (Figuras 6 y 7).   

Una de las dianas de miR-30b-5p es la caspasa 3, una proteasa mortal que desempeña un papel 

crucial en la apoptosis o muerte celular programada (Porter & Jänicke, 1999). De modo que, el 

miRNA puede participar en el control de la apoptosis celular, regulando la expresión de caspasa-

3. Las propiedades antiapoptóticas de miR-30b fueron demostradas por Li et al. en células endo-

teliales de arterias coronarias humanas (HCAEC), dónde observaron una reducción significativa 

de miR-30b en el modelo de apoptosis inducida por homocisteína (Hcy). Hcy es un factor de 

riesgo independiente para una variedad de enfermedades cardiovasculares capaz de inducir la 

apoptosis en las células endoteliales. Sin embargo, la sobreexpresión de miR-30b en HCAEC fue 

capaz de revertir la apoptosis inducida por Hcy, a través de la regulación negativa de la caspasa-

3 (Li et al., 2015). Lo cierto es que, la apoptosis de las células endoteliales vasculares se encuentra 

estrechamente relacionada con la patología cardiovascular (Li et al., 2015). La ruta Hcy/miR-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25301066
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30b/Caspasa-3 sustenta el posible papel cardioprotector que presenta el miRNA en el sistema 

vascular cardíaco.  

Figura 6. Procesos biológicos asociados en humanos a los genes diana de miR-30b-5p.        

Procesos biológicos enriquecidos anotados a 156 genes detectados de los 173 genes diana            

predichos. GO:BP, del inglés, Gene Ontology:Biological Process; Ratio hits = Hits/Pop Hits;  

Hits, número de genes diana anotados en el proceso biológico; Pop Hits, número de genes de toda 

la población de dianas predichas que coinciden con el conjunto de genes proporcionado para el 

análisis. Mapa de burbujas trazado mediante SRPlot. 
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La angiopoyetina 2 (ANG-2) es otra de las dianas de miR-30b-5p. Ang-2 actúa como regulador 

autocrino de las respuestas inflamatorias de las células endoteliales modulando la expresión de 

moléculas de adhesión como VCAM1 o ICAM1. (Fiedler et al., 2006). MiR-30b-5p es capaz de 

reducir indirectamente la expresión de VCAM1 a través de la represión de ANG-2 (Demolli et al., 

2015). De esto modo, miR-30b-5p exhibe propiedades antinflamatorias al inducir una menor ad-

hesión de células inflamatorias al endotelio.  

Cabe destacar la participación de miR-30b-5p en la regulación de la angiogénesis, mediante me-

canismos antiangiogénicos o proangiogénicos. Por un lado, regula negativamente la morfogénesis 

capilar en células endoteliales humanas de cordón umbilical humano (HUVEC), induciendo la 

expresión del factor antiangiogénico TGFB2 de manera indirecta. El miRNA es capaz de regular 

la expresión de JDP2, que actúa como represor del regulador positivo de TGFB2, ATF2 (Howe 

et al., 2017). Por otro lado, puede promover la angiogénesis a través de la regulación a la baja de 

DLL4, un ligado del del receptor NOTCH (Bridge et al., 2012).  

Figura 7. Rutas KEGG asociadas en humanos a los genes diana de miR-30b-5p. Vías KEGG 

enriquecidas anotadas a 71 genes identificados de los 173 genes diana predichos. KEGG, del 

inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway; Ratio hits= Hits/Pop Hits. Hits, 

número de genes diana anotados en el proceso biológico; Pop Hits, número de genes de toda la 

población de dianas predichas que coinciden con el conjunto de genes proporcionado para el 

análisis El mapa de burbujas se trazó mediante SRPlot. 
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El papel proangiogénico de miR-30b-5p puede verse favorecido también en condiciones de hipo-

xia. Pues, el factor de transcripción inducible por hipoxia (HIF) es capaz de activar la expresión 

de miR-30b-5p, según han confirmado experimentos de ChIP-Seq (Camps et al., 2014). Además, 

el miR-30b-5p es capaz de regular otras proteínas implicadas en los procesos de angiogénesis, 

como las enzimas activadoras de ubiquitina E2 (UBE2s) (Pérez-Cremades et al., 2021). Dichas 

enzimas posibilitan la ubiquitinación de HIF y, por tanto, impiden los efectos proangiogénicos 

mediados por este factor (Bui et al., 2021).  

4.2.  Expresión de miR-30b-5p en diferentes tejidos murinos. 

Tras analizar 8 tejidos procedentes de ratones SAMR1 de 6 meses de edad, se detectó expresión 

del miRNA en todos los tejidos. Obteniéndose una mayor expresión en riñón, pulmón y grasa 

perivascular. También se observó expresión, aunque en menor grado, en corazón, músculo esque-

lético e hígado (Figura 8). Otros estudios han detectado la expresión de miR-30b en hígado de 

ratones a través de RT-qPCR o secuenciación de RNA (Hand et al., 2009; Schmitt et al., 2014). 

Asimismo, su expresión en el músculo cardíaco ha sido reportada con anterioridad en ratones a 

través de un ensayo de inmunofluorescencia (Schneider et al., 2011). Cabe indicar que los resul-

tados difieren con los obtenidos en humanos, dónde la abundancia de miR-30b-5p es mayor en 

músculo y pulmón (Ludwig et al., 2016). 

Al comparar la expresión entre machos y hembras, se observaron diferencias específicas de sexo 

en los tejidos analizados. Sin embargo, al realizar el análisis estadístico, solo resultaron ser signi-

ficativas las diferencias encontradas en corazón y músculo esquelético.  En ambos tejidos, au-

mentó la expresión de miR-30b-5p en hembras (Figura 9). Los resultados concuerdan con la pre-

sunta sensibilidad del miRNA a los estrógenos.  

Figura 8. Expresión génica de hsa-miR-30b-5p mediante qPCR en tejidos de ratones 

SAMR1 macho y hembra. Se estudiaron hígado, pulmón, bazo, riñón, grasa abdominal, grasa 

perivascular, músculo esquelético y corazón. Expresión relativizada mediante análisis compara-

tivo 2-ΔCT frente a U6. Las barras representan la media ± SEM.  n= 12 ratones macho y hembra. 
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Diversos estudios han demostrado que la concentración fisiológica de estrógenos interfiere en la 

regulación del miR-30b-5p. Se ha detectado un aumento de expresión en células HUVEC y célu-

las de cáncer de mama tratadas con E2 (Bhat-Nakshatri et al., 2009; Vidal-Gómez et al., 2018). 

Su expresión también se ha visto alterada en las células epiteliales del endometrio entre las dos 

fases fisiológicas del ciclo menstrual (Kuokkanen et al., 2010). A su vez, también se han detectado 

cambios específicos de sexo en la corteza prefrontal humana de pacientes esquizofrénicos. En el 

caso de ratones, su expresión en el cerebro es mayor en ratones hembra y además fluctúa a lo 

largo de las fases del ciclo estral, siendo mayor en los períodos asociados a una mayor producción 

de estrógenos (Mellios et al., 2012). Todos los resultados indican que miR-30b-5p es un miRNA 

regulado por estrógenos.  

El aumento de expresión cardíaca en hembras resulta particularmente interesante dado el posible 

papel cardioprotector que pueden ejercer los estrógenos a través de miR-30b-5p. Por ello, se de-

cidió focalizar el estudio a analizar la expresión de miR-30b-5p en los corazones de los distintos 

grupos de estudio (Sham, Ovx, OvE).  

4.3. Expresión de miR-30b-5p en el modelo murino de menopausia.  

A fin de evaluar en profundidad el efecto de los estrógenos sobre la expresión de miR-30b-5p, se 

estudiaron los corazones de 12 ratonas de 6 meses de edad, distribuidas en los grupos experimen-

tales Sham, Ovx y OvE. Los resultados de los grupos Ovx y OvE se compararon con los del grupo 

control Sham, siguiendo el método de cuantificación relativa 2-∆∆CT (Figura 10).  

Figura 9. Expresión diferencial de hsa-miR-30b-5p mediante qPCR en tejidos de ratones 

SAMR1 macho y hembra. Se compararon los niveles de expresión en hígado, pulmón, bazo, 

riñón, grasa abdominal, grasa perivascular, músculo esquelético y corazón mediante análisis 

comparativo 2-ΔCT frente a U6. Las barras representan la media ± SEM. * p≤0.05. 

 *^  Se emplearon n=3 ratones y n=3 ratonas. (*p ± 0.05) 
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La expresión de miR-30b-5p disminuyó en el grupo de ratonas Ovx en comparación a los niveles 

obtenidos en el grupo control (Sham). Por otra parte, los niveles disminuidos en las ratonas ova-

riectomizadas se volvían a restaurar en el grupo de ratonas tratadas con E2 tras la ovariectomía 

(OvE). No obstante, las diferencias entre los distintos grupos de estudio no fueron significativas 

en el test ANOVA, probablemente por la elevada dispersión de datos en el grupo de las ratonas 

OvE (Figura 10). 

A pesar de que el análisis estadístico no haya sido concluyente, otros experimentos muestran re-

sultados similares. También se detectó una disminución de la expresión del miRNA en suero de 

ratas Ovx y mujeres osteoporóticas posmenopáusicas (Chen et al., 2016). Por otro lado, miR-30b-

5p resultó estar presente en menor nivel en el cerebro de mujeres esquizofrénicas en comparación 

a mujeres sanas, mientras que, en los pacientes masculinos no se observaron diferencias respecto 

a los individuos sanos. En este caso, la expresión del miRNA disminuyó al comparar las pacientes 

enfermas frente a las sanas. Los cambios observados se correlacionaron con la presencia de ciertos 

polimorfismos en el receptor ERα, demostrando el papel regulador de los estrógenos sobre la 

expresión del miRNA y la manifestación de la enfermedad. De hecho, la manifestación de un 

episodio esquizofrénico se encuentra estrechamente asociada a periodos de actividad reducida de 

estrógenos como el postparto o la menopausia (Mellios et al., 2012).  

Los resultados indican que el déficit de estrógenos que caracteriza la menopausia influye en la 

expresión de miR-30b-5p. Como consecuencia las acciones antinflamatorias, antiapoptóticas y 

proangiogénicas de miR-30b-5p pueden verse entorpecidas. Por tanto, la desregulación hormonal 

que sufren las mujeres tras la menopausia pude afectar a la reparación del daño cardiovascular 

mediada miR-30b-5p y contribuir al aumento de prevalencia de enfermedades cardiovasculares 

 

.  

Figura 10. Expresión génica de hsa-miR-30b-5p mediante qPCR en corazones de ratonas 

SAMR1 de los diferentes grupos de estudio (Sham, Ovx, OvE). La expresión fue determinada 

mediante análisis comparativo 2-ΔΔCT respecto al grupo control Sham y relativizada frente a U6. 

Las barras representan la media ± SEM.  Se emplearon n= 4 ratonas por grupo de estudio.                  

*p≤0.05 Sham vs Ovx.  
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4.4. Validación del origen de las muestras analizadas. 

Debido a la elevada dispersión de resultados obtenidos en el grupo de las ratonas OvE, decidimos 

corroborar los cambios en los niveles de estrógenos tras la ovariectomía (Ovx) y el grupo tratado 

con E2 exógeno (OvE), analizando la expresión génica de eNOS, ampliamente descrita como una 

expresión regulada por E2. Para ello se realizó una qPCR, tal y como se describe en el apartado 

de métodos, siguiendo el método de cuantificación relativa 2-∆∆CT. Se compararon los resultados 

de los grupos Ovx y OvE con los del grupo control Sham (Figura 11). 

La expresión de génica de eNOS disminuyó en los corazones de ratonas Ovx. Mientras que en el 

grupo de ratonas OvE aumentó, por lo que los efectos de la ovariectomía se vieron revertidos 

mediante el tratamiento con estradiol, validando por ello la técnica quirúrgica (Figura 11). Los 

resultados coinciden con los obtenidos en corazones de ratas Ovx y OvE (Wang & Abdel-Rahman, 

2002). Diversos estudios muestran resultados similares en ratonas y otros modelos animales 

(Grohé et al., 2004; Magness et al., 2001), sin embargo, ciertos estudios no detectan cambios en 

la expresión de la eNOS. Las diferencias encontradas en la expresión de eNOS pueden deberse a 

sesgos técnicos durante la realización de la intervención y procesamiento de las muestras o a 

sesgos biológicos como las diferencias entre los distintos tejidos vasculares y especies animales. 

La disminución de la expresión de eNOS debida a la falta de estrógenos evidencia la contribución 

de estas hormonas sexuales a la modulación del tono vascular. Los estrógenos son capaces de 

regular la biodisponibilidad del factor vasodilatador NO a través de múltiples mecanismos (Mon-

salve et al., 2007; Rubio-Gayosso et al., 2000). En este trabajo se ha estudiado particularmente el 

efecto directo de los estrógenos sobre la expresión de la enzima constitutiva eNOS encargada de 

su síntesis.  

El análisis de expresión de eNOS, además de servir para validar el modelo experimental, permite 

valorar los efectos endoteliales derivados de la falta de estrógenos. En base a los resultados obte-

nidos, el déficit de estrógenos contribuye a la disfunción endotelial observada durante la meno-

pausia y responsable del aumento de riesgo cardiovascular, junto con el envejecimiento que tam-

bién la caracteriza.   

Figura 11. Expresión génica de eNOS mediante qPCR en corazones de ratonas de los dife-

rentes grupos de estudio (Sham, Ovx, OvE). Resultados determinados mediante análisis com-

parativo 2-∆∆CT y relativizados frente a GADPH. Las barras representan la media ± SEM. Se em-

plearon n= 4 ratonas por grupo de estudio, en total n=12 ratonas.   
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5.  Discusión  

En primer lugar, se ha realizado un análisis bioinformático de miR-30b-5p en humano y ratón. La 

comparación de los miRNAs ortólogos, hsa-miR-30b-5p y mmu-miR-30b-5p, ha demostrado lo 

conservado que están los miRNAs entre diferentes especies y ha permitido diseñar el ensayo de 

expresión in vitro realizado con posterioridad. Además, el estudio de redes regulatorias FT/miR-

30b-5p y sus posibles dianas, ha ayudado a inferir las funciones celulares de miR-30b-5p en el 

sistema cardiovascular.   

Tras evaluar la expresión diferencial de hsa-miR-30b-5p en diversos tejidos murinos, se ha tratado 

de dilucidar el papel regulador de los estrógenos sobre su expresión. Un primer estudio realizado 

en células endoteliales ya identificó el miR-30b-5p como un miRNA sensible a los estrógenos, al 

observar un aumento de su expresión tras el tratamiento con E2 (Vidal-Gómez et al., 2018). Ade-

más, los sitios ERE encontrados por Vidal-Gómez et. al. en la región promotora del precursor pre-

miR-30b-5p, apoyan el posible papel regulador que ejercen los estrógenos, a través de sus recep-

tores, sobre la transcripción de miR-30b-5p (Vidal-Gómez et al., 2018). El actual estudio ha per-

mitido corroborar la regulación estrogénica de miR-30b-5p a partir del análisis de expresión lle-

vado a cabo en el corazón de los distintos grupos de estudio (Sham, Ovx y OvE).  

El análisis in silico funcional de las dianas predichas para el miRNA ha permitido identificar 

múltiples procesos biológicos involucrados en el desarrollo de la función cardiovascular, entre los 

cuales destacan, la supervivencia y muerte celular, la diferenciación y movilidad celular, o el me-

tabolismo de lípidos.  

El E2 afecta a la mayoría de estas rutas biológicas modulando la expresión génica a nivel trans-

cripcional, bien de manera directa o indirecta (Arnal et al., 2010; Novella et al., 2019). Entre los 

genes que esta hormona esteroidea es capaz de regular, se encuentran los genes codificantes de 

ciertos miRNAs, como miR-30b-5p. De modo que, el miR-30b-5p podría formar parte del meca-

nismo regulatorio activado por E2. En consecuencia, los efectos antiapoptóticos, antiinflamtorios 

y proangiógenicos que presenta el E2 en el sistema cardiovascular, podrían estar mediados por 

miR-30b-5p.  

Childs et al. determinaron que el E2 ejercía un papel antiapoptótico inhibiendo la expresión de la 

caspasa 3 en la microvasculatura mesentérica (Childs et al., 2010). Además, el miR-30b-5p podría 

estar involucrado en dicha represión, tal y como describieron Li et al. en células endoteliales de 

arterias coronarias humanas (Li et al., 2015). Por otro lado, la apoptosis cardiaca observada por 

Liou et. al. en ratas ovariectomizadas podría deberse a una menor expresión de miR-30b-5p de-

bido a la falta de estrógenos (Liou et al., 2010). 

Simoncini et al. demostraron la acción antiinflamatoria del E2, al observar una menor expresión 

de VCAM1 en células endoteliales tratadas con E2 (Simoncini et al., 2000). Dicha inhibición de 

la expresión podría estar mediada por miR-30b-5p. Dado que, Demolli et al. confirmaron el papel 

regulador negativo que ejerce miR-30b-5p sobre VCAM1 en células endoteliales (Demolli et al., 

2015). 

Por último, la vía de señalización de la hipoxia también se encuentra significativamente regulada 

por E2, según el análisis realizado por Pérez-Cremades et al. en células HUVEC tratadas con E2 

(Pérez-Cremades et al., 2021). Según los estudios desarrollados por George et al., el E2 es capaz 

de mimetizar los efectos de la hipoxia y promover la angiogénesis, induciendo un aumento de 

expresión de HIF (George et al., 2012). Precisamente en HUVEC, Sutter et al. observaron una 
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disminución de los niveles de UBE2s tras el tratamiento de las células con E2 (Sutter et al., 2000). 

Dichas enzimas han sido identificadas en el presente trabajo como dianas del miR-30b-5p, gracias 

al análisis in silico realizado. Puede que E2 sea capaz de inhibir la degradación de HIF1 en el 

proteosoma, al inducir la expresión de miR-30b-5p que actúa como regulador negativo de UBE2s. 

De modo que, el miR-30b-5p podría estar implicado en la inducción de HIF1 y promoción de la 

angiogénesis por parte de E2.  

5.1.  Limitaciones del estudio 

En el presente estudio se ha trabajado con ratonas jóvenes ovariectomizadas y, por tanto, no se ha 

contemplado el proceso de envejecimiento asociado a la menopausia, lo que constituye una limi-

tación importante de este modelo de menopausia. El hecho de trabajar con esta cepa de ratonas, 

radica en la posibilidad de disponer de su homóloga SAMP propensa a desarrollar senescencia 

acelerada. En futuros trabajos está previsto incluir como modelo de menopausia las dos cepas de 

ratonas SAM: las ratonas SAMR1, que presentan resistencia al desarrollo de la senescencia ace-

lerada, por lo que envejecen acorde al proceso de envejecimiento fisiológico y es la cepa AKR/J 

estudiada en el presente trabajo; y las SAMP8 que desarrollan senescencia acelerada y manifies-

tan diversos trastornos relacionados con el envejecimiento, tales como cataratas, osteoporosis, 

amiloidosis senil y pérdida de memoria. Este modelo SAMR1 y SAMP8 se ha descrito adecuado 

para realizar estudios cardiovasculares en los que se evalúa el efecto combinado del déficit de 

estrógenos y envejecimiento vascular que caracterizan a la menopausia (Novella et al., 2010; 

Vidal Gómez, 2018; Vidal-Gómez et al., 2016).  

6. Conclusión  

A través del estudio in silico e in vitro de miR-30b-5p se han podido extraer una serie de conclu-

siones:  

1. El miR-30b-5p se expresa en corazón, músculo esquelético, grasa abdominal, hígado y 

bazo de ratones macho y hembra SAMR1 y en mayor medida en riñón, pulmón y grasa 

perivascular. 

 

2. Las ratonas exhiben niveles más elevados de miR-30b-5p en corazón y músculo esquelé-

tico, en comparación con los ratones 

 

3. La depleción de hormonas ováricas causada por la ovariectomía afecta a la expresión de 

miR-30b-5p en el corazón de ratonas. Se expresa de manera diferencial en los distintos 

grupos de estudio analizados (Sham, Ovx, OvE), siendo menor su expresión en el grupo 

de ratonas Ovx respecto al grupo control (Sham). La expresión diferencial observada en 

ratones y ratonas, y en el modelo de menopausia evaluado, evidencia la acción reguladora 

que desempeñan los estrógenos en la expresión de miR-30b-5p.  

 

4. Los resultados del estudio in vitro, respaldados por las aproximaciones computacionales 

realizadas, indican que miR-30b-5p puede actuar como regulador postranscripcional de 

la expresión génica en las acciones vasculares mediadas por E2, participando como me-

diador en las vías de señalización de estrógenos que inducen acciones cardioprotectoras. 

 

5. El análisis integrativo realizado en el presente trabajo confirma la contribución directa de 

los estrógenos en el mecanismo de protección cardiovascular. Lo que a su vez avala que 
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las hormonas sexuales son, en parte, responsables de las diferencias de sexo encontradas 

en las ECV.  

6.1. Proyecciones futuras 

Las conclusiones extraídas ayudan a conocer mejor la implicación y regulación de los miRNAs 

dependientes de estrógenos en el sistema cardiovascular. Sirven de base para futuros proyectos 

en los que se quiera ampliar el modelo de menopausia con ratones SAM. De este modo, se podrá 

evaluar la contribución conjunta del envejecimiento vascular y la falta de estrógenos sobre la 

expresión de miR-30b-5p. Asimismo, se podrán realizar experimentos para analizar la acción 

combinada del E2 y el miR-30b-5p en todas aquellas rutas donde se ha descrito una participación 

individual de ambos. Todo ello, con el objetivo de comprender mejor la implicación que tienen el 

déficit de estrógenos y el envejecimiento vascular, sobre la disfunción endotelial y el desarrollo 

de ECV durante la menopausia.  
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7. Anexo I 

Tabla S1. Procesos biológicos asociados en humanos a los genes diana del miR-30b-5p        

predichos mediante miRDB, TargetScan y microT-CDS. Tabla extraída del análisis GSEA 

realizado a través de miRwalk sobre las 173 dianas predichas. GO:BP, del inglés, Gene Onto-

logy:Biological Process; Hits, número de genes diana anotados en el proceso biológico; Pop Hits, 

número de genes de toda la población de dianas predichas que coinciden con el conjunto de genes                   

proporcionado para el análisis; Genes, genes diana asociados al proceso biológico. 

GO:BP Proceso Biológico Ratio Hits Hits 
Pop 

Hits 

pValue 

(BH) 
Genes 

GO:0033173 
Cascada de señalización  

calcineurina-NFAT 
0,33 5 15 0 PPP3CA ; PPP3R1; NFAT5 

GO:0003180 Morfogénesis de la válvula aórtica 0,14 5 35 0 SOX9; SNAI1; NOTCH1 

GO:0007223 
Vía de señalización  

moduladora del calcio Wnt 
0,13 5 39 0 

PPP3CA ; PPP3R1; TNRC6B; 

TNRC6C; TNRC6A 

GO:0001837 
Transición  

epitelial a mesenquimal 
0,11 5 47 0,001 SOX9; SNAI1; NOTCH1 

GO:0007219 Vía de señalización Notch 0,06 8 127 0,000 SOX9; MAML1; SPEN; NOTCH1 

GO:0006486 Glicosilación de proteínas 0,05 6 119 0,003 EXTL2; ST8SIA4; MAN1A2; NUS1 

GO:0042147 
Transporte retrógrado  

endosoma a Golgi 
0,05 5 109 0,013 STX16; TMEM87A; TBC1D10B 

GO:0048013 
Vía de señalización del  

receptor de efrina 
0,04 5 115 0,014 RASA1; EFNA3 

GO:0006470 Desfosforilación de proteínas 0,03 6 178 0,017 
PPP3CA ; PPP3R1; PPP1R12A; 

LRRC40 

GO:0007010 Organización del citoesqueleto 0,03 5 155 0,028 
SOX9; LARP4; DPYSL2; STRIP1; 

FGD6 

GO:0030182 Diferenciación neuronal 0,03 5 164 0,033 
ATP2B2; LHX9; HDAC9; DNMT3A; 

NEUROD1 

GO:0030335 
Regulación positiva de la  

migración celular 
0,03 7 266 0,026 

PPP3CA; ACVR1 ; GNAI2; PIK3CD; 

SNAI1; SEMA3A; NOTCH1 

GO:0016579 Desubiquitinación de proteínas 0,03 9 350 0,015 
USP48; SKP2; USP2; DESI2; JOSD1; 

INO80D 

GO:0007507 Desarrollo del corazón 0,02 5 207 0,064 
SOX9; ACVR1; BCOR; HDAC9; 

NOTCH1 

GO:0043065 
Regulación positiva del  

proceso apoptótico 
0,02 9 393 0,026 

RARB; MCF2L; BCL6; MAPK8; 
ARHGEF6; FRZB; NEUROD1; 

DCUN1D3 

GO:0000209 Poliubiquitinación de proteínas 0,02 7 324 0,050 
FBXL20; SKP2; NEDD4; HECW1; 

LONRF1 ; UBE3C 

GO:0007049 Ciclo celular 0,02 5 245 0,101 
CSNK1A1; CCNK; GNAI2; USP2; 

FIGN 

GO:0006468 Fosforilación de proteínas 0,02 11 546 0,026 

CSNK1A1; CCNK; ACVR1; ERG; 

MAPK8; PIK3CD; MAML1; TAOK1; 
STK35 

GO:0016477 Migración celular 0,02 5 255 0,109 
NDEL1; DGKZ; PIK3CD; SNAI1; 

AVL9 

GO:0051301 División celular 0,02 6 351 0,124 
REEP3; CSNK1A1; STAG2; CCNK; 

GNAI2; FIGN 

GO:0019221 
Vía de señalización mediada por 

citoquinas 
0,02 6 352 0,124 

BCL6; IRF4; PIK3CD; KRAS; 
SOCS3; RORA 

GO:0043066 
Regulación negativa del  

proceso apoptótico 
0,02 9 544 0,085 

SOX9; RARB; MAPK8; ATG5; 

RNF157; SOCS; RASA1; SIX4 

GO:0006511 
Proceso catabólico de proteína de-

pendiente de ubiquitina 
0,02 5 328 0,197 USP48; USP2; NEDD4; UBE3C 

GO:0007399 
Desarrollo del  

sistema nervioso 
0,02 5 330 0,197 

RBFOX1; DPYSL2; DOC2A; TTLL7; 

ST8SIA4 

GO:0043547 
Regulación positiva de la  

actividad de GTPasa 
0,02 5 332 0,197 

NDEL; SNX18; ARHGEF6 ; RASA1; 

ELMOD2 

GO:0006954 Respuesta inflamatoria 0,01 6 410 0,194 
AFAP1L2; BCL6; HDAC9; PIK3CD; 

SCN9A 

GO:0008285 

Regulación negativa de la  

proliferación de la población celu-
lar 

0,01 6 442 0,220 
RARB; BCL6; PBRM1; FRZB; 

NOTCH1; CAMK2N1 
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GO:0016567 Ubiquitinación de proteínas 0,01 9 678 0,189 
NEDD4; HECW1; RNF220; RNF157; 

SOCS3; SOCS6 

GO:0006915 Proceso apoptótico 0,01 5 571 0,584 
NSG1; MAGI3; ATG5; ARHGEF6; 

SEMA3A 

GO:0008284 

Regulación positiva de la  
proliferación de poblaciones celu-

lares 

0,01 5 584 0,591 SOX9; GNAI2; KRAS; NOTCH1 

GO:0030154 Diferenciación celular 0,01 5 611 0,618 RARB; ERG; TTLL7; STX2 ; NUS1 

 

 

Tabla S2. Rutas KEGG asociadas en humanos a los genes diana del miR-30b-5p predichos 

mediante miRDB, TargetScan y microT-CDS. Tabla extraída del análisis GSEA realizado a 

través de miRwalk sobre las 173 dianas predichas. KEGG, del inglés, Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes pathway; Ratio Hits = Hits/Pop Hits; Hits, número de genes diana anotados 

en el proceso biológico; Pop Hits, número de genes de toda la población de dianas predichas que 

coinciden con el conjunto de genes proporcionado para el análisis; Genes, genes diana asociados 

a la ruta KEGG. 

ID KEGG Ruta KEGG Ratio hits Hits Pop Hits pValue (BH) Genes 

hsa04917 
Vía de señalización de la prolac-

tina 
0,07 5 70 0,014 

MAPK8; PIK3CD; KRAS; SOCS3; 

SOCS6 

hsa04625 
Vía de señalización del receptor 

de lectina tipo C 
0,06 6 104 0,014 

PPP3CA; PPP3R1; MAPK8; PIK3CD; 
KSR1; KRAS 

hsa04658 Diferenciación celular Th1 y Th2 0,05 5 92 0,022 
PPP3CA ; PPP3R1; MAPK8; 

MAML1; NOTCH1 

hsa04914 
Maduración de ovocitos mediada 

por progesterona 
0,05 5 99 0,022 

GNAI2; MAPK8; CPEB4; PIK3CD; 
KRAS 

hsa04660 
Vía de señalización del receptor 

de células T 
0,05 5 104 0,023 

PPP3CA; PPP3R1; MAPK8; PIK3CD; 

KRAS 

hsa04659 Diferenciación celular Th17 0,05 5 107 0,024 
PPP3CA; PPP3R1; IRF4; MAPK8; 

RORA 

hsa04310 Vía de señalización Wnt 0,04 7 160 0,019 
PPP3CA; PPP3R1; CSNK1A1; 

PRICKLE1; MAPK8; TBL1XR1; 

FZD3 

hsa04935 
Secreción y acción de la síntesis 

de la hormona del crecimiento 
0,04 5 119 0,027 MAPK8; PIK3CD; KRAS; SOCS3 

hsa04380 
Diferenciación de  

osteoclastos 
0,04 5 128 0,031 

PPP3CA; PPP3R1; MAPK8; PIK3CD; 
SOCS3 

hsa04068 Vía de señalización FoxO 0,04 5 131 0,031 
BCL6; SKP2; MAPK8; PIK3CD; 

KRAS 

hsa04728 Sinapsis dopaminérgica 0,04 5 132 0,031 
GRIA2; PPP3CA; SCN1A; GNAI2; 

MAPK8 

hsa04810 
Regulación del  

citoesqueleto de actina 
0,04 8 213 0,019 

ITGA6; PPP1R12A; CFL2; 
ARHGEF6; PIP4K2A; PIK3CD; 

KRAS; PIP4K2B 

hsa04140 Autofagia 0,04 5 137 0,032 
MAPK8; ATG5; PIK3CD; KRAS; 

RAB8A 

hsa04921 Vía de señalización de oxitocina 0,03 5 153 0,041 
PPP3CA; PPP3R1; PPP1R12A; 

GNAI2; KRAS 

hsa04024 Vía de señalización de cAMP 0,03 7 216 0,027 
SOX9; GRIA2; ATP2B2; PPP1R12A; 

GNAI2; MAPK8; PIK3CD 

hsa04218 Senescencia celular 0,03 5 160 0,046 
PPP3CA; PPP3R1; TRPM7; PIK3CD; 

KRAS 

hsa04014 Vía de señalización Ras 0,03 7 232 0,031 
MAPK8; RASA2; PIK3CD; KSR1; 

KRAS; RASA1; EFNA3 

hsa04022 Vía de señalización cGMP-PKG 0,03 5 167 0,050 
PPP3CA ; PPP3R1; ATP2B2; 

PPP1R12A; GNAI2 

hsa04010 Vía de señalización MAPK 0,03 8 295 0,031 
PPP3CA; PPP3R1; MAPK8; RASA2; 

KRAS; RASA1; EFNA3; TAOK1 

hsa04015 Vía de señalización Rap1 0,02 5 210 0,091 
MAGI3; GNAI2; PIK3CD; KRAS; 

EFNA3 
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