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1. RESUMEN

Los microRNA (miRNA) maduros se definen como una clase de pequefias moléculas de
RNA pequefio no codificante, de 18 a 22 nucledtidos de longitud y juegan un papel
regulador clave en la expresion génica en el nivel postranscripcional tanto en animales
como en plantas. Uno de los mecanismos a través del cual los miRNAs regulan la
expresion génica implica la interaccion y modificacion postranscripcional de los RNA
mensajeros intracelulares complementarios pudiendo inducir silenciamiento de los
mismos. Debido a la gran importancia que presentan los miRNA en numerosos procesos
celulares, es preciso estudiar los componentes de las rutas biosintéticas de la biogénesis
de los miRNA y su desregulacion, con el fin de identificar moléculas novedosas que
podrian servir como dianas potenciales en intervenciones terapéuticas. En esta revision
se muestra la compleja regulacion multinivel de la expresion de miRNA y detalla algunos
esfuerzos actuales para encauzar estos mecanismos como una herramienta en la
investigacion y como posible terapia de diversas enfermedades, concretamente, sobre el
posible diagnostico y tratamiento del infarto y fallo cardiaco (FC) mediante la utilizacion

de miRNA.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los RNA pequefios se definen por su longitud (20-30 nucledtidos) y su asociacion con
proteinas de la familia Argonaute (proteinas de la familia AGO), y se clasifican en tres
clases en animales: microRNA! (miRNA), RNAip y RNA que interacciona PIWI
(piIRNA). Los miRNAs constituyen una clase dominante de pequefios RNAs en la
mayoria de los tejidos somaticos. Tienen aproximadamente 22 nucleétidos de longitud y
estan producidos por dos proteinas RNasa III, llamadas Drosha y Dicer. Los miRNA se
generan de manera general cuando Dicer procesa estructuras de horquilla compuestas de
regiones no codificantes, en genomas de plantas y animales®. Los miRNA se incorporan
a un complejo similar a RISC o ‘Complejo de silenciamiento inducido por ARN’ (Un
complejo de ribonucleoproteina que consiste en una pequefia cadena de guia de ARN
unida a una proteina de Argonaute. RISC media todas las vias de silenciamiento de ARN,
y también puede incluir proteinas auxiliares que extienden o modifican su funcion) y,
dependiendo de su grado de complementariedad con el mRNA diana, pueden realizar una

represion traduccional o bien degradar el mRNA.
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Su funcion principal es regular negativamente la expresion génica en una variedad de
maneras, entre las que se incluyen la represion traduccional, la escision del RNAm y la

desadenilacion’.

Fueron descritos por primera vez en 1993 por Lee y colaboradores en Caenorhabditis
elegans como fragmentos de RNA nativos que modulan una amplia gama de vias de
regulacion genética durante el desarrollo embrionario, y ahora se reconocen como
pequefios silenciadores de genes transcritos de las regiones no codificadoras de un
genoma .El término microRNA se dictamin6 en 2001 y desde entonces, miles de miRNA
han sido identificados en diversos organismos mediante clonaje aleatorio y
secuenciacion. Actualmente existen bases de datos de miRNA como son miRBase que
proveen informacion sobre secuencias y anotaciones de miRNA publicadas hasta el

momento°.

El silenciamiento de la expresion génica mediado por miRNA es esencial para el
desarrollo de plantas y animales®. Los genes miRNA constituyen una de las familias de
genes mas abundantes y estan ampliamente distribuidos en animales, plantas, procariotas

y virus.

A medida que proliferd el descubrimiento de miRNAs también lo hizo gradualmente el
enfoque hacia una caracterizacion funcional de los miRNA, particularmente en el
contexto de enfermedades humanas. La conexion parecia obvia, debido a que los patrones
de expresion eran especificos de tejido y en muchos casos definen la naturaleza
fisiologica de la célula’. La evidencia definitiva vino de un informe que demuestra que el
perfil de expresion génica de una célula no neuronal se asemejaba mas al de una neurona
cuando el miR-124 neuronal especifico se sobreexpresaba artificialmente dentro de la
misma®. Mds especificamente, se encontraron muchos miRNAs que juegan funciones
clave en numerosos procesos fisiologicos, como la division y la muerte celular®, la
sefializacion intracelular’, inmunidad'® o el movimiento celular'!. Por lo tanto, la
expresion aberrante de miRNA deberia afectar proporcionalmente esos procesos criticos,
y como resultado, conducir a varios resultados patoldgicos y ocasionalmente malignos,

como, por ejemplo, en el cancer'?.
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Este trabajo se presentan los estudios relacionados con los genes miRNA centrados en el

tratamiento de la insuficiencia cardiaca y su diagnodstico utilizando miRNA.

3. OBJETIVOS

En este trabajo se realiza una revision de los procesos a nivel molecular que se producen
tanto en el proceso de silenciamiento de genes como una regulacion de los mismos,
haciendo hincapi¢ en la utilizacion de miRNA como herramienta de diagnostico y

tratamiento de enfermedades.

4. METODOLOGIA

Para poder desarrollar este objetivo, se ha realizado una revision bibliografica de diversos
articulos obtenidos en PubMed, Scielo, Medscape, Science Direct y Google Académico
entre otras, los cuales presentan una antigiiedad no superior a los 8 afios desde 2018.
Algunas de las palabras clave utilizadas para ello fueron; miRNA, stroke, heart failure,

miRNA treatment, miRNA synthesis, biomarkers miRNA, RNA gene therapy.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Ruta biosintética de miRNA en humanos.

En animales, los miRNA se sintetizan empezando por miRNA primarios (pri-miRNA) en
dos etapas por la accién de dos proteinas tipo RNasa III, llamadas Drosha, presente en el
nucleo y Dicer en el citoplasma. Los miRNA maduros son ligados por proteinas de la
familia Argonaute (Ago). Estos miRNA identifican mRNA y funcionan como

reguladores postranscripcionales.

La mayoria de los organismos multicelulares codifican cientos de genes de miRNA. Las
ubicaciones genodmicas de los miRNA son muy variadas; pueden encontrarse tanto en
regiones intergénicas y no estdn sujetas a splicing, la mayoria, mientras que algunos
investigadores sugieren también en regiones intronicas. Aproximadamente la mitad de

todos los miRNAs conocidos se encuentran muy cerca de otros miRNAs!3,
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La biogénesis de miRNA comienza en el nucleo con la transcripcion del gen que contiene
el miRNA, habitualmente mediante RNA polimerasa 11 !5 (Figura 1) asociadas a
factores de transcripcion y reguladores epigenéticos, también, un pequefio grupo asociado
con repeticiones de Alu puede ser transcrito por la RNA polimerasa III (Pol III). Las
enzimas RNAsa de tipo III son una familia de ribonucleasas que reconocen
especificamente al RNAdc y que se cree que estan presentes en todas las células vivas'®.
El producto de la accion de estas polimerasas se conoce como miRNA primario o pri-
miRNA, generalmente tienen varias kilobases de longitud y presentan estructuras de tipo

horquilla locales!”.

Numerosas proteinas estdn implicadas en el procesamiento de miRNA en el nucleo,
proceso que ocurre antes que en el citoplasma. El pri miRNA producido por Pol II se
escinde en el tallo de la estructura en horquilla, liberando 60-70 nucleo6tidos, conocido
como el miRNA precursor (pre-miRNA). Este paso de procesamiento es realizado por
Drosha, que requiere la region critica del sindrome de DiGeorge en el gen 8 (por ello es

llamado DGCRS8) en humanos y Pasha en C. elegans como cofactor.

Drosha, junto con DGCRS o Pasha, forma un gran complejo conocido como el complejo
de microprocesador. Los pri-miRNAs metazoarios estan compuestos por
aproximadamente 33 pares de bases (pb), un segmento terminal y segmentos flanqueantes
de RNA monocatenario (ssSRNA). DGCRS interactia con el segmento de ssRNA y guia
a Drosha para cortar el pri-miRNA. Drosha escinde los diiplex de RNA a unos 11 pb de
la unién del bucle y, por lo tanto, procesa el pri-miRNA para dar como resultado pre-

miRNA con un grupo 5'-fosfato y un saliente de aproximadamente 2 nt.

Los pre-miRNAs deben transportarse al citoplasma para su posterior procesamiento y se
convierten en miRNAs maduros. El transporte del pre miRNA se produce a través de
complejos de poro del nicleo, que son grandes canales proteinicos incrustados en la
membrana nuclear. El transporte del pre-miRNA estd mediado por el receptor de
transporte nuclear dependiente de RanGTP exportin-5 (EXPS5). Se ha propuesto un
modelo de transporte en el que postula que EXP5 reconoce el saliente del RNA de doble
cadena N14-bp (ds-RNA) con un saliente 3 'seguido de union cooperativa a ambos,
ademads, es necesario un cofactor unido a GTP. EI EXP5 y pre-miRNA se une a las
exportaciones del nticleo, donde la hidrdlisis del GTP da como resultado la liberacion del

pre-miRNA al citosol'®.



El pre-miRNA se libera en el citoplasma gracias a la EXPS5 y seguidamente es procesado
por una endonucleasa citoplasmatica tipo RNAsa III llamada Dicer, para crear un miRNA
maduro. Dicer es un enzima altamente especifica y conservada en animales, mide
alrededor de 22 nt del extremo preexistente del pre-miRNA y escinde la cadena de
miRNA. Dicer trabaja en estrecha proximidad con otras proteinas incluyendo las
proteinas de la familia Argonauta (proteina de la familia AGO) en diversos organismos'’
no parecen ser necesarias para ninguna actividad de procesamiento en si mismas, sino
que contribuyen a la formacién del complejo de silenciamiento inducido por RNA

(RISC).

Por ultimo, después de la generacion del diplex de miRNA de aproximadamente 22nt

tras la escision por Dicer, el diplex de miRNA se incorpora al complejo proteico llamado
AGO. Ensumayoria, una cadena del miRNA (miRNA~) se degrada, mientras que la otra
cadena permanece ligada a AGO como miRNA maduro (cadena guia o miRNA). Sin
embargo, en algunos casos, miRNA* forma un complejo con RISC. Como parte del RISC,

los miRNA regulan negativamente la expresion génica a través de dos mecanismos

principales, la represion de la traduccion y la degradacion del RNAm.
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Figura 1. Ruta biosintética general de miRNA
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Funciones de miRNA en humanos. Insuficiencia cardiaca e infarto.

Se ha demostrado que los microRNA desempefian un papel importante en una amplia
gama de procesos de desarrollo que incluyen el metabolismo, la proliferacion celular, la

apoptosis, desarrollo y incluyendo aquellos que acontecen en el sistema cardiovascular.

Los miRNA proporcionan una herramienta clave y poderosa en la regulacion de genes vy,
por lo tanto, una potencial diana con objetivos terapéuticos. Los miRNA desempefian un
papel conservado evolutivamente y diversas funciones fisioldgicas en animales®. Por
ejemplo, entre otras muchas, se ha sugerido que repriman el paso de iniciacion del proceso
de traduccion, que puede ser seguido por la degradacion del RNAm?' . El miRNA
muscular especifico, miR-1, se dirige al corazén y a la proteina 2 expresada en derivados
de la cresta neural (HAND?2), lo que produce degeneracion y diferenciacion prematura de

cardiomiocitos?2.

Los miRNA no solo son esenciales para el desarrollo cardiaco y el funcionamiento normal
del corazon, sino que también influyen en la remodelacion cardiaca en la enfermedad
cardiovascular?’. En respuesta a dafio y estrés (como la hipertension, isquemia, estenosis
aortica o desordenes hormonales), el corazon adulto se somete a un remodelamiento para
poder compensar la salida de sangre del corazén y la funcion cardiaca alterada®*. La
hipertrofia cardiaca, la cual se caracteriza por un incremento en el tamafo de los
cardiomiocitos y/o miofibrilar sin producirse un cambio en el numero de cardiomiocitos,
normalmente lleva a un fallo cardiaco al activar vias de sefializacion intracelular y
mediadores transcripcionales en los cardiomiocitos. La hipertrofia cardiaca suele
acompanarse por la reactivacion de genes cardiacos ‘fetales’ normalmente expresados
antes del nacimiento?. Se han encontrado perfiles de expresion para miRNA durante el

crecimiento hipertréfico también en corazones humanos (véase biomarcadores).

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad cronica y progresiva en la cual el musculo
cardiaco no puede bombear suficiente sangre para satisfacer las necesidades de sangre y
oxigeno del cuerpo?®. El infarto de miocardio aparece por un riego sanguineo insuficiente

debido a la obstruccion de una arteria?’.
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No hay un test estandarizado para la deteccion de fallo cardiaco. Primero se diagnostica
clinicamente por su sindrome clinico y otros sintomas y signos en corroboracion con

imagenes obtenidas con ecocardiograma para su confirmacion.

Los farmacos que bloquean SRA (Sistema renina angiotensina) y SNC (Sistema
nervioso central) son la estrategia basada en evidencia de terapias para el fallo
cardiaco. En los casos con fallo cardiaco definido como puede ser una enfermedad
valvular, o de arteria coronaria, o riesgos de muerte repentina asociados con grado de
deterioro ventricular, la realizacion de intervenciones quirirgicas o un implante suelen

ser recomendados ademas de la terapia farmacolégica.

Los farmacos usados para el tratamiento de la IC pueden clasificarse seglin sus dianas
farmacologicas: (1) Los farmacos que se oponen al SRA incluyen los bloqueadores del
receptor de la angiotensina 2 tipo 1 (ARA II), los inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina (IECA) y los antagonistas de los mineralocorticoides (ARM). (2)
los bloqueadores del receptor B-adrenérgico bloquean la union de catecolaminas a los
adrenoceptores; (3) Los farmacos que se usan para cambiar el tono del vaso o la
presion/volumen sanguineo incluyen una serie de vasodilatadores o diuréticos; (4) los
medicamentos que mejoran la contraccion ventricular, es decir, los inotrdpicos

positivos incluyen digoxina y otros agentes.

Aunque se han propuesto varias terapias celulares para la regeneracion cardiaca o el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca, varios ensayos clinicos han indicado una
eficacia limitada en tales estrategias. Las vias que pueden aprovecharse para promover
la proliferacion de cardiomiocitos serian objetivos ideales para nuevos enfoques
terapéuticos para la regeneracion cardiaca en humanos. Los miRNAs se han convertido
en importantes reguladores y posibles dianas terapéuticas en enfermedades

cardiovasculares.

La delecion cardiaca especifica de Dicer conduce a una alteracion en la biogénesis de
los miRNA, por lo que es de gran importancia en el desarrollo embrionario y causa
anormalidades en la formacion del miocardio ventricular y el tracto de salida del
corazon junto con la deficiente septacion de la cadmara, sin embargo, la delecion en el

estadio post-mitdtico no afectd la septacion de la cédmara, pero dio lugar a una
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disminucion significativa de la contractilidad cardiaca, miocardiopatia dilatada grave,

insuficiencia cardiaca y muerte dentro de los cuatro dias posteriores al nacimiento?®.

Biomarcadores en insuficiencia cardiaca e ictus

Un biomarcador - como una proteina, acido nucleico o metabolito- es una cuantificacion
de un estado biologico definido, normalmente un uso relevante para el riesgo, la
ocurrencia, la gravedad, el prondstico o la respuesta terapéutica de la enfermedad?®. Los
biomarcadores pueden ser utiles para identificar diferentes enfermedades, como ictus,
enfermedad de Alzheimer, cancer y diabetes, y la gravedad de la enfermedad. La
identificacion de biomarcadores puede contribuir a una mejor comprension de las
etiologias y mecanismos subyacentes a enfermedades particulares, como el accidente

cerebrovascular.

Los miRNA tienen potencial como biomarcadores de diagndstico, prondstico y
diagnostico, ademas de constituir objetivos terapéuticos factibles®°. El descubrimiento y
la comprension de miRNAs ha aumentado la posibilidad de utilizar miRNA circulantes
como biomarcadores en enfermedades cardiovasculares. Aunque el péptido natriurético
cerebral (BNP) y el pro-BNP N-terminal (NT-proBNP) se utilizan actualmente como el
biomarcador estandar de oro en el diagnostico de IC, sin embargo, han aumentado los
estudios sobre miRNAs circulantes como posibles biomarcadores diagnésticos. De
hecho, se han encontrado mas del 80% de miRNA inducidos y reprimidos siendo
regulados en la misma direccion en tejidos de corazon fetal y fallo cardiaco, comparado

con corazon sano control’!.

Se han identificado numerosos miRNA en muestras de distinta naturaleza como son
muestras de sangre, suero, plasma y en biopsias. De los estudios consultados se
informaron grupos de miRNAs que podrian distinguir de sujetos no IC (Insuficiencia
cardiaca) y/o que podrian proporcionar una mayor diferenciacion entre HFPEF
(insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada) de HFREF (insuficiencia

cardiaca con fraccion de eyeccion reducida) (Figura 2).

La remodelacion cardiaca es un espectro de perfiles anatdmicos y hemodindmicos
asociados con la sobrecarga de presion y/o volumen. La remodelacion ventricular es el

mecanismo esencial para su aparicion y desarrollo. Esta remodelacion ventricular
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patologica tiene muchas caracteristicas, las fundamentales son la angiogénesis,
hipertrofia patologica de cardiomiocitos, fibrosis excesiva y apoptosis®. El papel que
juegan cada uno de los miRNA encontrados en diversos estudios se muestran en la

Tabla 1.

Proliferacion de

Diferenciacion de cardiomiocitos
cardiomiocitos miR-1; miR-133
miR-208a

Proliferacion
cardiomiocitos
Familia miR-15

Defecto
ventricular septal
miR-1-2

Proteinas
contractiles
miR-208a

Desarrollo CV
miR-21; miR-181a;
miR-17-92

Figura 2. Principales miRNA encontrados en cardiomiocitos durante el desarrollo embrionario

cardiaco.

FUNCIONES miRNA ‘
Funcion anti-angiogénica miR-17-92, miR-126, miR-24, miR-214 ,miR-34

Efecto antiangiogénico miR-210
Efectos anti-hipertroficos miR-1, miR-133, miR-378, miR-185 ,miR-155
Pro-hipertrofia cardiaca  Familia miR-208 , miR- 212/132, miR-23 and miR-199

Antifibréticos miR-29, miR-133, miR-26a, miR-24, miR-19a- 3p/19b-3p, miR-
101a
Profibrogénico miR-21, miR-15 miR-1.
Inductores de apoptosis miR-133, miR-21, miR-30 family, miR-138, miR- 499 and miR-181c
cardiomiocito
Efecto antiapoptético miR- 28
Tabla 1.

Los miRNA en la angiogénesis tienen el potencial de regular los factores pro o anti-
angiogénicos y la funcion adecuada de las células endoteliales. Si bien las descubiertas

sobre el papel de los miR angiogénicos en el cancer se han identificado claramente para
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promover o inhibir la angiogénesis®?, su participacion y modo de accion durante la
remodelacion vascular inducida en el proceso patologico cardiaco aun no se ha aclarado.
Comprender estos mecanismos en el contexto de los modelos angiogénicos cardiacos
podria introducir nuevas terapias basadas en miR, como imitaciones y antagomiR, para

controlar y/o curar la insuficiencia cardiaca.

La desregulacion de la expresion de miR en modelos animales de hipertrofia cardiaca se
muestra tanto miRNA sobre- como infra-regulados. Por ello, pueden tener efectos

positivos o negativos sobre la regulacion segiin qué miRNA.

La fibrosis extensa se caracteriza por la acumulacion de fibras de coldgeno y otras
proteinas de matriz extracelulares, lo que dificulta la contractilidad miocéardica e
incrementa el riesgo de arritmias. Se han encontrado miRNA que juegan un papel

fundamental en el metabolismo del colageno.

La apoptosis de los miocardiocitos se reconoce como una caracteristica central de la
remodelacion cardiaca y progresion hacia una IC. Los desencadenantes subyacentes de
la muerte celular en pacientes cronicos insuficiencia cardiaca (ICC) no se entienden
completamente, pero se han propuso incluir el estrés oxidativo, la persistencia de la
catecolamina y la sefializacion de la via Ras, y activacion de la via de sefalizacion de
TNFoa. Varios miR revisados se encuentran directamente dirigidos a las moléculas clave
involucradas en diferentes fases apoptdticas. A través de su influencia moduladora en las
vias de sefializacion apoptdtica, los miR pueden ejercer efectos proapoptoticos o
antiapoptoticos, lo que puede tener una profunda influencia en la supervivencia de las

células cardiacas’’.

Entre estos miRNAs relacionados con fallo cardiaco, se encontrd que cuatro fueron
consistentemente desregulados en al menos dos estudios de cohortes, en comparacion
con los controles correspondientes. Los niveles plasmaticos de miR-1 se encontraron
regulados en pacientes con infarto agudo de miocardio. Los niveles de miR-195 se
elevaron tanto en los tejidos de ventriculo izquierdo con (FC debido a miocarditis)
como en la biopsia de miocardio con insuficiencia cardiaca. Los niveles séricos de

miR-30a se regularon positivamente en FC y FC con eyeccion cardiaca reducida y los
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niveles plasmaticos de miR-499 aumentaron en HF aguda y sindrome coronario

agudo®*.

Dos miRNAs especificos de musculo: miR-1 y miR-133a, funcionan coordinadamente
para promover la diferenciacion de mesodermo en células madre embrionarias
mientras que reprimen la diferenciacion ectodérmica y endodérmica. miR-1 afecta el
crecimiento de los cardiomiocitos regulando negativamente la expresiéon de la
calmodulina y el factor nuclear dependiente de la calmodulina en la sefializacion de las
cé¢lulas T activadas (NFAT). Ademéas de dirigirse a calmodulina, miR-1 también se
dirige a las 3'UTR de varios transcritos de genes importantes en el crecimiento de

cardiomiocitos?2.

La sobreexpresion cardiaca especifica de miR-208a es suficiente para inducir
crecimiento hipertrofico y arritmias en ratones. El agotamiento de miR-208a en un
modelo de raton knockout provoca una conduccion cardiaca defectuosa con expresion
atenuada de proteinas de tinico dominio y conexina 40%3. La sobreexpresion de miR-
208a y miR-208b causa la represién postranscripcional de genes que incluyen la
proteina 1 asociada a receptor de TNF (Trapl) y la miostatina, asi como el factor de
transcripcion Gata4. Esto sugiere que la familia miR-208 estd involucrada en la
formacion de miosina cardiaca y activacion transcripcional de genes que contienen la
region promotora dependiente del factor de respuesta sérica. Curiosamente, miR-499
comparte objetivos comunes de RNAm con miR-208, y algunos de estos genes diana
también se superponen con los objetivos de miR-1, sugiriendo asociaciones con la

diferenciacion cardiaca3*33.

Biomarcadores en Ictus.

Para identificar biomarcadores periféricos de accidente cerebrovascular, se han
desarrollado multiples estudios, que incluyen miRNA circulatorios, marcadores de
proteinas de base sanguinea, biomarcadores de coagulacion y trombosis (Figura 3). Los
miRNA son discriminadores limitados de enfermedad coronaria, pero se asocian
significativamente con el accidente cerebrovascular. Se han realizado estudios que usan
las muestras post-ictus y pre-ictus, mediante la recoleccion de exRNA (miRNAs, piRNAs
y snoR-NAs) circulantes en plasma. Los resultados sugieren que las variedades de ex-

RNA, ademas de miRNAs, pueden caracterizar el accidente cerebrovascular.
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BIOMARCADORES FOR IC isquémica ‘

Mutaciones Biomarcadores
genéticas de respuesta
inflamatoria

Accidente cerebrovascular
oictus

Tomografia
computerizada

Biomarcadores de Biomarcadores
coagulacion y de lesion de
trombosis tejido SNS

Figura 3. Principales biomarcadores en accidente cerebrovascular o ictus.

La regulacion negativa de miR-181b en cerebro de raton después de un accidente
cerebrovascular isquémico induce la neuroproteccion contra la lesion isquémica a través
de la proteina A5 de choque térmico y la isozima hidrolasa de carboxi-ubiquitina L137.
La bioinformdatica muestra que la DNA metiltransferasa 3a es un objetivo principal de
miR-29c. Se ha sugerido que miR-29¢ es un miRNA pro-supervivencia y su regulacién
negativa es un promotor del dafio cerebral isquémico. Los datos han demostrado que no
hay un cambio constante en ninguno de los miRNA probados entre el resveratrol y los
grupos tratados con vehiculo, lo que indica que los miRNA desempenan un papel minimo
en la tolerancia isquémica cerebral mediada por resveratrol*®. Un mecanismo propuesto
para la modulacion de RNA de pequeiio tamafio es miRNA-107 puede contribuir a la

angiogénesis después de una apoplejia dirigiéndose a Dicer-1.

En un estudio miR-30a, miR-126 y let-7b circulantes se asociaron con accidente
cerebrovascular isquémico. Los niveles elevados de miR-106b-5P y miR-4306 y miR-

320e disminuido y miR-320d en plasma se asocid con accidente cerebrovascular agudo’®.

En otro estudio se muestra que 3 miRNAs (miR-877-5p, miR-124-3p y miR-320d) se
asociaron con accidente cerebrovascular prevalente. miR-124-3p estd altamente
expresado en el cerebro vertebrado en desarrollo y adulto y esta involucrado en un amplio

espectro de funciones bioldgicas en el sistema nervioso central. el accidente
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cerebrovascular incidente se asocid significativamente con miR-941. miR-941 fue un
RNA expresado comunmente (48%), y se encontrd que tanto aquellos con expresion alta

como baja tenian un mayor riesgo de accidente cerebrovascular durante 5 afios*.

Terapia miRNA en ictus v fallo cardiaco.

La importancia demostrada de los miRNAs para la funcion cardiaca y la disfuncion
sugiere las oportunidades para explorar terapéuticamente la biologia de los miRNAs en
los entornos de enfermedades cardiovasculares, especialmente en el ictus y remodelado

cardiaco patologico.

El uso de oligonucledtidos modificados quimicamente para dirigirse a un miRNA
especifico o para interrumpir la union entre un miRNA y su diana de RNAm especifico
in vivo representa un medio potencialmente eficaz de inactivar miRNA patoldgicos. En
esta linea, se han presentado un enfoque prometedor al usar RNA monocatenarios, a lo
que los llaman ‘antagomirs’, que inactivan eficazmente miRNA a través del apareamiento
de bases complementarias®'. Se ha demostrado que la modificaciéon quimica y la
conjugacion con el colesterol estabilizan y facilitan la administracion de antagomirs a los
tejidos después de la admnistracion via i.v., llegando a producir la proliferacion de

cardiomiocitos después de un infarto de miocardio.

Una buena estrategia de tratamiento tras un infarto seria conseguir recuperar la poblacion
de cardiomiocitos a su estado original. Con este objetivo se ha desarrollado un gel
inyectable que libera lentamente microRNAs en el tejido dafiado tras un ataque al corazon
y favorece la proliferacion de los cardiomiocitos*?. Los investigadores muestran que una
unica inyeccion de hidrogel con miR-302 en el corazon de ratones inducia la proliferacion
y regeneracion de cardiomiocitos durante dos semanas. La utilizacion de un gel como
medio de administracion y liberacion de microRNAs destinados a promover la
proliferacion de los linfocitos presenta varias ventajas. Por ejemplo, puesto que se aplica
de forma local y concentrada aumenta la efectividad respecto a las terapias que plantean
la utilizacion de microRNAs de forma sistémica y se evita un efecto no deseado sobre
otras cé€lulas (los microRNAs promueven la proliferacion y presentan un riesgo minimo
a inducir tumores). Ademas, el gel protege los microRNAs de su degradacion. Sin

embargo, se deben desarrollar métodos para una mejor difusion del gel y el sistema de
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liberacion, ya que se necesitan siete inyecciones intravenosas para obtener el efecto

terapéutico.

Otro desafio a superar en la inhibicion dirigida de miRNAs proviene del hecho de que
muchos miRNAs pertenecen a las mismas familias de miRNAs o incluso son idénticos,
0 que también pueden expresarse en multiples tipos de células. Por lo tanto, deben
considerarse las consecuencias de dirigir un miRNA en tejidos distintos del tejido
enfermo. Debido a que los miRNA tienen una multitud de dianas de RNAm, también
puede ser importante desactivar de forma selectiva los efectos de un miRNA en lugares
especificos, sin efectos no deseados al ser miRNA estrechamente relacionados. Un
posible medio de eludir esta falta de especificidad génica seria bloquear las acciones de
miRNA de una manera especifica de genes interrumpiendo especificamente la union entre
un miRNA y su sitio de unioén designado. Se han descrito recientemente miméticos de
genes especificos y dianas antisentido para enmasacarar los miRNA y perturbar las
interacciones miRNA-RNAm in vitro, aunque la aplicacion de estos estudios se tiene que

demostrar in vivo®.

Las posibilidades de manipular miRNAs terapéuticamente no se limitan a la inhibicién
de miRNAs patdgenos. También se puede imaginar la creacion de miRNA artificiales
con efectos beneficiosos promoviendo la expresion de productos génicos beneficiosos

(por ejemplo, proteinas supresoras de tumores).

Muchos de los desafios que se deben enfrentar en este campo son similares a los que se
enfrentan en la terapia génica, como los modos de administracion, la especificidad, la
toxicidad, la reversibilidad y la regulacion. Serd importante disefiar estrategias para el
suministro de antagomirs o inactivar oligonucledtidos a tejidos especificos, quizas
combindndolos con sefiales de referencia especificas de tejido. También sera necesario
desarrollar métodos para regular e invertir los efectos de tales anti-miRNAs sintéticos,

que es un tema de especial relevancia dada la estabilidad de los antagomirs in vivo.

La biologia de miRNAs también promete proporcionar nuevos conocimientos sobre la
base celular de la enfermedad. El perfil de genes para identificar los RNAm que estan
regulados positivamente en respuesta a la regulacion a la baja de un miRNA especifico

puede permitir la identificacion de reguladores inesperados de procesos de enfermedad y
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objetivos terapéuticos potencialmente interesantes. El ultimo problema se vuelve
importante cuando se consideran estrategias para inactivar terapéuticamente miRNA
especificos en tejidos enfermos sin afectar funciones celulares mas generales. Los
patrones de firma distintivos de expresion de miRNA asociados con diversos estados de
enfermedad también permitiran nuevos diagndsticos**. La posible toxicidad de las
modificaciones quimicas utilizadas para facilitar la captacion celular y prevenir la
degradacion también representa una consideracion importante. Claramente, se necesita
precaucion y estudios futuros dirigidos a la comprension de las vias reguladas por los

miRNAs cardiacos antes de los tratamientos clinicos.

Como tultimos enfoques para reducir la cantidad y el efecto de los miRNA implican mas
0o menos especificamente el uso de ‘esponjas’ de miRNA (también denominadas
"mimetismo diana"). Las ‘esponjas’ se basan en el mecanismo de bloqueo de la actividad
de un miRNA por medio de un inhibidor competitivo que contiene un sitio de union para
una familia de miRNA Dichos inhibidores pueden ser RNA expresados transitoriamente
a partir de plasmidos transfectados o establemente a partir de inserciones cromosomicas.
Al unirse a la esponja de miRNA con una complementariedad perfecta o imperfecta, el
efecto de los miRNA sobre el RNAm y la expresion génica disminuye porque los miRNA
afectados no se pueden unir a sus sitios de union a RNAm. A diferencia de los antagomirs,
las esponjas son especificas solo para la region nucleotidica de un miRNA y, por lo tanto,

son capaces de bloquear toda una familia de miRNA.

El corazon, mas que la mayoria de los demas oOrganos, es especialmente sensible a
cambios relativamente sutiles en la dosificacion génica y a los efectos de la modificacion
genética de los mismos, particularmente en las vias de desarrollo embrionario. Por lo
tanto, poder utilizar miRNA para diversas finalidades terapéuticas y diagnosticas a nivel

regulatorio augura su importancia en muchas areas de la investigacion en cardiologia.
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6. CONCLUSIONES

Desde el establecimiento de miRNAs como una nueva clase de RNA regulador hace
poco mas de 10 afios, los factores generales involucrados en la sintesis y
procesamiento de miRNA han sido dilucidados. Sin embargo, contintian surgiendo
excepciones a la via de biogénesis de miRNA , que deben ser estudiados para un
mejor conocimiento de las vias de sefializacion celular en distintas enfermedades.
Estudios recientes proveen de evidencia clara de que miRNA modulan funciones
cardiacas muy diversas y en otros tipos de células.

La utilizacién de miRNA en la enfermedad cardiovascular es un campo emergente,
se deben seguir identificando dianas genéticas y vias de sefializacion que dan lugar a
la hipertrofia cardiaca. Sin embargo, proveen de nuevas estrategias terapéuticas para
numerosas enfermedades cuya investigacion es necesaria.

Como obstaculos que pueden presentar los posibles tratamientos con miRNA se

encuentra la necesidad de especificidad en la diana y la mejora de los sistemas de

liberacion.
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