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Resumen

Resumen de la tesis

Los microRNA (miRNAs/miRs) son pequefias cadenas de &cido
ribonucleico (ARN, del inglés RNA) que regulan diferentes procesos
biolégicos. El objetivo de este estudio consistio en identificar miRNAs
alterados en plasma y tejido de pacientes con aneurismas de aorta
abdominal (AAA) vy explorar nuevas dianas potencialmente
involucradas en su desarrollo. Cincuenta y siete sujetos fueron
reclutados para el estudio en plasma (30 pacientes con AAA, 16
voluntarios sanos y 11 paciente con arterioesclerosis). Se testo el nivel
de expresion de 179 miRNAs en un subgrupo de las muestras de
plasmay, posteriormente, se validaron los miRNAs disregulados en la
poblacion completa. Los miRNA alterados también se cuantificaron en
el tejido adrtico de 21 pacientes con AAA y en el de 8 donantes de

organos.

Aplicando un set de enriquecimiento de genes se constituyé un mapa
de interacciones de miRNAs disregulados y sus dianas, y los objetivos
seleccionados se cuantificaron en las muestras de tejido. Detectamos
gue miR-27b-3p y mIiR-221-3p aparecian sobrexpresados en el
plasma de pacientes con AAA comparandolo con las muestras de los
controles sanos 1,6 y 1,9 veces, respectivamente. En el tejido de AAA,
6 miRNA (miR-1, miR-27b-3p, miR-29b-3p, miR-133a-3p, miR-133by
mMiR-195-5p) aparecieron infraexpresados de 1,6 a 4,8 veces y 4
MIiIRNA (miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-144-3p y miR-103a-3p)

aparecieron sobrexpresados de 1,3 a 7,2 veces.
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Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

La Trombospondina-2 (THBS2), una diana de miR-195-5p, apareci6
aumentada en el tejido de pacientes con AAA y se correlacion6
negativamente con la expresion de dicho miRNA, lo que sugiere su

participacién en un mecanismo regulador comun.

En conjunto, los hallazgos de este estudio refuerzan el posible papel
de los miRNAs en la fisiopatologia de los AAA vy, aunque su
variabilidad, tanto en muestras plasméaticas como tisulares, limita su
utiidad como biomarcadores, el estudio de sus dianas potenciales
permite descubrir vias de disregulacion génica y dianas especificas
para su eventual identificacién, lo que podria llegar a ser de gran
utilidad diagnéstica y terapéutica
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Summary

Resumen de la tesis (version en inglés)

microRNAs (miRNAs/miRs) are small chains of ribonucliec acid (RNA)
that regulate different biological processes. The objective of this study
was to identify miRNAs dysregulated in plasma and tissue of patients
with abdominal aortic aneurysm (AAA) and explore new potential
targets involved in AAA. Fifty-seven subjects were recruited for a
plasma study (30 AAA patients, 16 healthy volunteers and 11 patients
with atherosclerosis). The expression level of 179 miRNAs was
screened in plasma from a subset of samples, and dysregulated
mMiRNAs were validated in the entire study population. Dysregulated
miRNAs were also quantified in aortic tissue of 21 AAA patients and 8

organ donors.

Applying a gene set enrichment andlisis, an interaction map of
dysregulated miRNAs and their targets was built, and selected targets
were quantified in tissue samples. miR-27b-3p and miR-221-3p were
overexpressed in plasma of AAA patients compared with healthy
controls, 1,6 times and 1,9 times, respectively. In AAA tissue, Six
mMiRNAs (miR-1, miR-27b-3p, MiR-29b-3p, miR-133a-3p, MiR-133b,
and miR-195-5p) were underexpressed from 1,6 to 4,8 times and four
MiRNAs (miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-144-3p, and miR-103a-3p)

were overexpressed from 1,3 to 7,2 times.

Thrombospondin-2 (THBS2), a target of miR-195-5p, was increased in
AAA tissue and negatively correlated with the expression of miR-195-

5p, suggesting their involvement in a common regulatory mechanism.
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Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

In global, the findings of this study reinforce the possible role of
MiRNAS in the physiopathology of AAA and, although their variability
(both in plasma and tissue samples) limits their usefulness as
biomarkers, the study of their potential targets allows discovering
pathways of gene dysregulation and specific targets for their eventual

identification, which could be of great diagnostic and therapeutic utility.
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Abreviaturas

Abreviaturas

- AAA: aneurisma de aorta infrarrenal.

- AAS: 4cido acetil salicilico.

- AAT: aneurisma de aorta toracica.

- ABCAL: (del inglés) ATP Binding Cassette Al.

- ACC: (del inglés) American College of Cardiology.

- ACE: (del francés) Anévrisme de l'aorte abdominale: Chirurgie
versus Endoprothese trial.

- ADAM10: (del inglés) A Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 10.

- ADAMTS-13: (del inglés) a desintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin thype 1 motif, member 13.

- AHA: (del inglés) American Heart Association.

- AMI: arteria mesentérica inferior.

- AMS: arteria mesentérica superior.

- Ang Il: angiotensina Il.

- Angio-TC: angiotomografia computarizada.

- ApoE: apolipoproteina E.

- AT1R: receptor de angiotensina ll, tipo 1.

- BB-94: batimastat.

- BCA: acido bicinconinico.

- BCLS6: proteina 6 del linfoma de células B.

- BP: procesos biologicos, (del inglés) biological processes.

- CARD10: proteina 10 de reclutamiento de caspasas.

- CC: componentes celulares, (del inglés) cellular components.

- CE: (del inglés) carotid andarterectomy.
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Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

- cDNA: DNA complementario.

- CHI3L1: (del inglés) quitinasa-3-like protein 1.

- CMLV: células musculares lisas vasculares.

- CO2: dioxido de carbono.

- COL: colageno.

- COL11A1: colageno Xla1.

- COX: ciclooxigenasa.

- CT: (del inglés) cicle threshold.

- CTL: control.

- CTLA4: antigeno 4 del linfocito T citotoxico.

- DL: dislipemia.

- DM: diabetes mellitus.

- DNA: (del inglés) desoxiribonucleic acid.

-  DREAM: (del inglés) Dutch Randomized Endovascular Aneurysm
Management trial group.

- EAC: enfermedad arterial coronaria.

- EAP: enfermedad arterial periférica.

- EC: estenosis carotidea.

- EEUU: Estados Unidos.

- ELK: (del inglés) Ets (E twenty-six)-like protein.

- ELN: elastina.

- ESH: (del inglés) European Society of Hypertension.

- ESVS: (del inglés) European Society for Vascular Surgery.

- EVAR: (del inglés) endovascular aortic repair.

- FBN: fibrilina.

- FGF: factor de crecimiento de fibroblastos.

- FLT2: (del inglés) Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1.

- FRCV: factores de riesgo cardiovascular.
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Abreviaturas

GO: Gene Ontology.

GSEA: (del inglés) Gene Set Enrichment Analysis.

H: hombre.

HBPM: heparina de bajo peso molecular.

HIF: factor inducible de hipoxia.

HLA: antigeno leucocitario humano (complejo mayor de
histocompatibilidad).

HTA: hipertension arterial.

IC: intervalo de confianza.

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1.

IECA: inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina.
IFN: interferdn.

IL: interleucina.

IRAKZ1: (del inglés) Interleukin-1 receptor-associated kinase 1.
IRC: insuficiencia renal crénica.

ITGAV: integrina subunidad a5.

K2EDTA: sal dipotasica de acido etilendiaminotetraacético.
KEGG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.

Kip: proteinas inhibidoras de las quinasas.

KLF: factor Kruppel-like.

KMUP: inhibidor de la fosfodiesterasa.

LAMB3: laminina subunidad 3.

LASP1: proteina 1 del dominio LIM y SH3.

LNA: (del inglés) locked nucleic acid.

LO: lipooxigenasa.

M: mujer.

MADH3 / SMADS: (del inglés) Mothers Against Decapentaplegic

Homolog 3.
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MAPK/ERK: (del inglés) Mitogen-Activated Protein Kinases.
MASS: (del inglés) mitral valve aorta-skeleton-skin.

MCP-1: proteina quimoatrayente de monocitos M1.

MEC: matriz extracelular.

MF: funciones moleculares, (del inglés) molecular functions.
MHz: megahercio.

mMIRNA/miRNA/microRNA: (del inglés) micro ribonucleic acid.
MMII: miembros inferiores.

MMP: metaloproteasa.

MRNA: RNA mensajero.

pl: microlitros.

NADPH: Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato.

ng: nanogramos.

NKx2.5: proteina homeobox NKx2.5.

nt: nucleotidos.

OD: odds ratio.

OVER: (del inglés) Open versus Endovascular Repair trial.
ox-LDL: lipoproteina de baja densidad oxidada.

PACT: (del inglés) protein activator of interferon induced protein
kinase EIF2AK2.

PAD: presion arterial diastdlica.

PAGE: (del inglés) polyacrylamide gel electrophoresis.
PAP: complejo plasmina-antiplasmina.

PAS: presion arterial sistélica.

PCR: proteina C reactiva.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PGE: prostaglandina.
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Abreviaturas

- PICP: propéptido carboxiterminal del procolageno tipo I.

- PIINP: péptido amino terminal sérico del procolageno tipo Ill.

- PLA: fosfolipasa.

- PPE: elastasa porcina pancreatica.

- PTEN: proteina homoéloga de fosfatasa y tensina.

- PTGS2: prostaglandina-endoperoéxido sintasa 2.

- PVDF: polifluoruro de vinilideno.

- p-AAA: plasma de aneurismas de aorta abdominal.

- p-CTL: plasma de controles.

- p-EC/CE: plasma de endarterectomia carotidea.

- RECK: proteina rica en cisteina inductora de reversion por
motivos kazal.

- REVA: (del inglés EVAR) reparacioén endovascular adrtica.

- RG-101: inhibidor mi-122.

- RISC: (del inglés) RNA-induced silencing complex.

- RM: resonancia magnética.

- RNA: (del inglés) ribonucleic acid.

- ROS: especies reactivas del oxigeno.

- RR: riesgo relativo.

- RT-gPCR: reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real de
transcripcién inversa cuantitativa.

- SDS-Page: electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico, (del inglés) sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis.

- SEACV: Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular.

- SEHH: Sociedad espafiola de Hematologia y Hemoterapia.

- SETH: Sociedad espafiola de Trombosis y Hemostasia.
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- SMAD2: (del inglés) SMAD (Mothers Against Decantaplegic)
Family Member 2.

- TBST: (del inglés) tris-buffered saline.

- TC: tomografia computarizada.

- TGF: factor de transformacion de crecimiento.

- TGFBR: (del inglés) transforming growth factor beta receptors.

- THBS2: trombospondina-2.

- TIMP: inhibidores tisulares de las metaloproteasas.

- TNF-a: factor de necrosis tumoral a.

- TRAF: (del inglés) TNF receptor associated factor.

- TVP: trombosis venosa profunda.

- t-AAA: tejido de aneurisma de aorta.

- t-CTL: tejido de controles.

- t-EC/CE: tejido de endarterectomia carotidea.

- UCI: unidad de cuidados intensivos.

- UCP: proteinas de desacoplamiento.

- UK: (del inglés) United Kindom.

- UKSAT: (del inglés) United Kindom small aneurysm trial.

- UTR: (del inglés) untraslated terminal region.

- VCAM-1: molécula de adhesién vascular 1.

- VEGFA: factor de crecimiento endotelial vascular.

- VHC: virus hepatitis C.

- VIH: virus de inmunodeficiencia humana.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una patologia comun y
potencialmente letal cuyos mecanismos moleculares alun permanecen
inciertos. Como consecuencia, en los ultimos afios, multiples estudios
han ido encaminados a la investigacion de nuevas moléculas
relacionadas con la formacién y progresion del AAA. Recientemente,
se ha relacionado una nueva clase de RNAs de pequefio tamafio,
conocidos como microRNA (miR, miRNA), con diferentes patologias

cardiovasculares.

El objetivo principal de esta tesis consistio en identificar miRNAs
circulantes disregulados en pacientes con AAA para explorarlos como
potenciales biomarcadores y evaluar su alteracion en muestras
quirurgicas de pared aértica con la finalidad ultima de identificar
nuevas moléculas que pudieran estar implicadas en la patologia

aneurismatica.
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Antecedentes y estado actual del tema

2 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL
TEMA

2.1 Definicion de AAA

Los aneurismas se definen como la dilatacion, mantenida en el tiempo,
del didmetro considerado para la arteria en cuestion por encima del
50% de su dimensién habitual'. ElI didmetro normal de la aorta
abdominal infrarrenal oscila en torno a 1,2-1,9 cm en mujeres y entre

1,4-2,1 cm, en hombres.

De este modo, las recientes guias para el manejo de los aneurismas
de aorta abdominal (AAA) de la Sociedad Europea de Cirugia Vascular
(European Society for Vascular Surgery, ESVS)? definen el AAA como
la dilatacién de la aorta abdominal por encima de los 3 cm de didmetro
trasverso. Se reserva el término de ectasia para las dilataciones
aorticas por debajo de dicho tamafio y el término arteriomegalia para

definir la ectasia difusa de la aorta®.

Los aneurismas se pueden clasificar, principalmente, segin su nivel
de afectacion (completa o parcial) de sus capas y segun su forma. De
este modo, los pseudoaneurismas presentan una afectacion parcial de
la pared arterial, con rotura de la intima e integridad de la media y la
adventicia; mientras que los aneurismas verdaderos afectan a todas
las capas de la pared arterial y se diferencian, principalmente por su

forma, en aneurismas fusiformes y saculares.
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Por otro lado, y segln su localizacion, los AAA se diferencian en
suprarrenales, si comienzan por encima de, al menos, una de las
arterias renales; pararrenales, cuando comienzan a nivel de estas,
englobandolas; yuxtarrenales, cuando comienzan inmediatamente por
debajo, sin afectar a su origen; e infrarrenales, cuando se extienden

distalmente a las arterias renales.

Los mas frecuentes son los de aorta abdominal infrarrenal,
afectandose la regién suprarrenal tan solo en un 5% de los AAA que
se someten a reparacion quirtrgica®. Si el aneurisma se extiende por
encima de la salida del tronco celiaco se denominan
toracoabdominales y se dividen en cinco tipos como observamos en la
Figura 1, cuatro descritos por el Dr. Ernest Stanley Crawford en 1986°
y ampliado con un quinto, descrito por el Dr. Hazim J. Safi en 1999’.

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV Tipo V

Figura 1. Clasificacién de los aneurismas toracoabdominales seglin Stanley
Crawford y Hazim J. Safi® 7.
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Antecedentes y estado actual del tema

2.2 Histologia y composicion de la pared aértica

En general, las arterias que presentan mayor elasticidad son las mas
grandes y préximas al corazén, tales como la arteria aorta o la arteria
pulmonar. Su funcion, fundamentalmente, es transportar y distribuir

sangre rica en oxigeno en cada ciclo cardiaco al resto del organismo.

Estas arterias estan formadas por tres capas concéntricas: una tlnica
intima, una media y una adventicia. Sobre todo, la tinica media y la
adventicia contienen una gran cantidad de fibras elasticas, lo que les
permite a estos vasos resistir la presion sanguinea generada por el
corazon; y de células musculares, que se encargan de mantener la
presion cuando los ventriculos cardiacos se distienden en la diastole

(efecto Windkessel).

La tanica intima esta formada por un endotelio, por tejido conectivo
subendotelial y una ldamina elastica interna. Las células que componen
el endotelio (células endoteliales) son planas y alargadas y se
disponen en paralelo a la direccién del flujo sanguineo. Para formar la
lamina epitelial, estas células estan unidas por zonulae occludens y
uniones de hendidura. En su citoplasma poseen inclusiones
bastoniformes llamadas cuerpos de Weibel-Palade, que son
estructuras electrodensas que contienen el factor de von Willebrand y

selectina P.
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El factor de von Willebran es secretado por las células endoteliales vy,
cuando es liberado a la sangre, se une al factor VIII de la coagulacién,
iniciando la adhesion plaquetaria en el lugar de la lesién. La selectina
P es una molécula de adhesion celular que interviene en el
reconocimiento neutréfilo-célula endotelial. Tras su fijacidn, se activa
la migracion de los neutréfilos desde la sangre hasta el tejido

conjuntivo subendotelial.

Las células endoteliales participan en la integridad estructural y
funcional de la pared vascular. No s6lo proveen una barrera fisica
entre la sangre circulante y los tejidos subendoteliales, sino que
también producen agentes vasoactivos que generan la contraccion y

relajacion del musculo liso vascular subyacente.

La tunica media es la mas desarrollada de la aorta y su elasticidad es
la responsable de la distensibilidad de la pared arterial. Se caracteriza
por un elevado contenido en tejido conjuntivo/conectivo, asi como
fibras tanto de coldgeno como elasticas, especialmente en las de
elevado calibre. El tipo celular principal en esta capa es la célula
muscular lisa vascular (CMLV), las cuales se disponen en capas
concéntricas, junto con las fibras de colageno y elastina. También
puede haber macrofagos ocasionalmente. En esta capa, la elastina se
dispone en forma de laminas fenestradas concéntricas entre las capas
de células musculares. Las fenestraciones permiten la difusion de
sustancias a traveés de la pared arterial. La cantidad y el espesor de
las ldminas se correlacionan con la tension arterial y la edad. En la
etapa perinatal, la aorta tiene muy pocas laminas elasticas, pero en el
adulto hay entre 40 y 70. En las personas con HTA aumenta tanto la

cantidad como el espesor de éstas.
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El componente celular principal, como hemos comentado son las
CMLV, que presentan una estructura fusiforme con un nucleo alargado
y se encargan de sintetizar el colageno (tipo I, lll y IV), la elastina y las
demas moléculas de la matriz extracelular (MEC), como son los
proteoglicanos y las glicoproteinas adhesivas. Ademas, en respuesta
a factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
producidos por las células endoteliales, pueden proliferar y migrar
hacia la tanica intima contigua. Esta caracteristica es importante en la
reparacion normal de la pared vascular y también en procesos

patolégicos similares a los que ocurren en la aterosclerosis.

La tanica adventicia en las arterias elasticas es una capa de tejido
conjuntivo relativamente delgada. Suele tener menos de la mitad del
espesor de la tunica media y esta constituida principalmente por MEC,
formada sobre todo por colageno, que contribuye a impedir la
distension de la pared arterial mas alla de los limites fisiolégicos
durante la sistole del ciclo cardiaco; y por fibras elasticas, que se
disponen formando una red fibrilar laxa menos organizada que en la
tunica media. Como componentes celulares principales observamos

fibroblastos y macrofagos.

Para finalizar, en la capa mas externa de las arterias se observan
vasos sanguineos (vasa vasorum) y nervios (nervi vascularis). Las
ramas de los vasa vasorum pueden penetrar parcialmente a la tunica
media. La porcion interna de la pared recibe los nutrientes desde la luz

del vaso.
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Todos los componentes anteriormente citados los podemos ver

esquematizados en la Figura 2.

8 Apel Goler

Figura 2. Corte transversal arteria. 1. Tunica adventicia, 2. Tunica media, 3.
Tunica intima, 4. Nervio sin mielina, 5. Fibroblasto, 6. Vasa vasorum, 7. Nervio
con mielina, 8. Fibras de colageno, 9. Fibras elésticas, 10. Célula muscular lisa
vascular (CMLV), 11. Membrana elastica externa, 12. Membrana elastica interna,
13. Células endoteliales, 14. LaAmina basal, 15. Lamela eléastica.
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2.3 Historia

La asociacién de la aterosclerosis y los aneurismas ya aparece
documentada en 1550 a.C. en el “libro de los corazones” de los papiros
de Ebers del antiguo Egipto. Por su parte, Galeno (131-200 d.C.)
defini6 por primera vez los aneurismas como masas pulsatiles,
distinguiendo ya los aneurismas falsos o traumaticos, de los

verdaderosé.

A Antyllus (siglo II-1ll d.C.), cirujano griego que desarroll6 su actividad
en Roma, se le atribuye la primera descripcion del tratamiento
quirurgico de los AAA. Realizé el primer intento de reparacion de un
AAA mediante ligadura de la aorta por encima y por debajo del mismo,
seguido de una incisién para vaciar el saco®. Dicho tratamiento se

mantuvo vigente hasta el siglo XIX.

Con el auge del conocimiento de la anatomia y de la realizacién de
disecciones anatomicas en el s. XVI, Antoine Saporta (1507-1573),
profesor en la Universidad de Montpellier, realiz6, en 1554, la
descripcion de un aneurisma de aorta sifilitico. Se cree que es la

primera descripcion en la historia de esta patologia.
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Poco tiempo después, en 1555, Andreas Vesalio (1514-1564)
escribi6 un primer tratado sobre aneurismas, describiendo su
diagnéstico y su anatomia. Sin embargo, no confirmé su existencia
hasta afios mas tarde en una necropsia®. Giovanni Maria Lancisi
(1654-1720), en su libro De Mortu Cordis Aneurysmatibus, publicado
de forma péstuma en 17282, también realiz6 consideraciones sobre
las causas y el desarrollo de los aneurismas e, incluso, los relacioné

con causas congénitas.

Sin embargo, hasta el siglo XVIII no se realizaron grandes avances, ni
en el conocimiento de la fisiopatologia, ni en el tratamiento quirdrgico
de los aneurismas. Los hermanos Hunter (John y William) llevaron a
cabo varias reparaciones arteriales, aunque el primer cirujano en
realizar satisfactoriamente una ligadura de una aorta abdominal fue
Astley Cooper (1768-1841), alumno de John Hunter, en un caso de
rotura de un aneurisma iliaco en 1817. Sin embargo, el paciente

fallecio dos dias mas tarde’s.

Mas adelante, Rudolph Matas (1860-1957) realiz6 con éxito, en
1888'% 15, la endoaneurismorrafia de un aneurisma postraumatico en
una arteria humeral. Esta técnica, que consistia en obliterar el saco
aneurismatico al tiempo que conservaba una luz para el flujo
sanguineo, supuso una importante aportacion al tratamiento de los
aneurismas'®. También Matas, en 1923, logré tratar con éxito un
aneurisma de aorta abdominal mediante ligadura del cuello

aneurismatico a nivel infrarrenal.
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A finales del siglo XIX, Alexis Carrel (1873-1944) fue pionero en
técnicas anastomaticas y, en 1902, desarrollé las bases de la sutura
vascular. Gracias a estas contribuciones, que permitian la reparacion
de los AAA suturando un injerto desde la aorta proximal a la aorta
distal, recibi6 el premio Nobel de Medicina en 19128 por las mejoras

y novedades técnicas introducidas.

A lo largo de la historia, se han ensayado muchas otras técnicas,
incluyendo la compresion extrinseca, el refuerzo intrinseco del
aneurisma con alambres de acero, la electrocoagulacion e, incluso, el
refuerzo y envoltura con celofan. Esta Ultima técnica se hizo
particularmente famosa al ser utilizada por Rudolf Nissen en el
tratamiento del AAA de Albert Einstein en 1948'° y que permitié su

contencion hasta la rotura que provoc6 su muerte en 19552,

Como hemos comentado previamente, aplicando los avances de
Carrel, Charles DuBost (1914-1991) realiz6 la primera sustitucion
aodrtica de un AAA por un homoinjerto de cadaver en 1951%' y Ernest
Stanley Crawford (1922-1992) llev6 a cabo resecciones

toracoabdominales con reimplantacion de las ramas viscerales® 22,

Arthur B. Voorhees (1921-1992) desarroll6 trabajos experimentales
entre 1949 y 1952 para el uso de injertos vasculares de origen
sintético. Inicialmente utilizé6 seda y, posteriormente, otros tipos de
laminas textiles. En 1953, inici6 la aplicacién clinica de una fibra
sintética hecha de cloruro de polivinilo, llamada Vinyon-N#-24, para el
reemplazo de la aorta abdominal. Posteriormente, aparecieron otros
materiales como el Orlén, el Dacron y el Teflon con diversas mejoras

técnicas, materiales que se siguen utilizando en la actualidad.
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La era moderna en el tratamiento quirdrgico de los AAA comenzé
definitivamente con grandes trabajos de la mano de cirujanos como
Michael E. DeBakey (1908-2008) y Denton Cooley (1920-2016)
quienes, a principios de los afios 50, realizaron la sustitucién de una
aorta abdominal por un homoinjerto y una reseccion e injerto de un

aneurisma fusiforme de aorta toracica con éxito 2527,

Més recientemente, E. Stanley Crawford (1922-1992) se postulé como
una eminencia en el tratamiento de aneurismas toracoabdominales al
publicar en 197428 |a reparacion de 23 casos consecutivos con buenos
resultados.

La reparacion abierta de los AAA se ha mantenido practicamente sin
cambios en los ultimos 60 afios. El avance reciente mas importante
fue el intento de reparacion endovascular de un AAA (REVA) por parte
de Nicolay Volodos en 19882°3°, Desafortunadamente, una
complicacién con una oclusién del injerto obligb a la conversion
inmediata a cirugia abierta. Sin embargo, Volodos practicé el
tratamiento endovascular de un pseudoaneurisma de aorta toracica
descendente con éxito mediante una endoprétesis artesanal fabricada
sobre un stent cubierto con tela de poliéster, aunque esta aportacion
no tuvo eco internacional ya que solo fue publicada en una revista rusa

local®'-32, sin repercusion cientifica internacional.
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Finalmente, la gran revolucion en el tratamiento de los AAA llegd con
los trabajos de Juan Parodi, que inici6 el tratamiento con endoprotesis
de los aneurismas, sobre todo a nivel abdominal, tras realizar la
primera reparacion satisfactoria con este método en 1991%, lo que ha
supuesto un enorme cambio en el tratamiento y en los resultados

actuales de los AAA.
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2.4 Epidemiologia

Los AAA suponen un importante problema de salud publica.

Aproximadamente el 1,7% de las mujeres y el 5% de los hombres

mayores de 65 afios tienen un diametro aértico infrarrenal mayor de 3

cm y la incidencia del aneurisma aértico aumenta, aproximadamente

un 6% por cada década posterior a esa edad. Su prevalencia asciende

a un 6% pasados los 80 afios*.

En un metaandlisis publicado en 2013% que incluyé 56 estudios

mundiales en poblacion general, se obtuvo una prevalencia global del

AAA de 4,6%, siendo del 6% en varones y 1,6% en mujeres, con una

prevalencia mayor en el rango de edad entre 65 y 74 afios. El analisis

por subgrupos de dicho estudio se refleja en la Tabla 1:

Tabla 1. Prevalencia de aneurismas de aorta abdominal (AAA) a nivel mundial.

Prevalencia AAA

Distribucién América Europa Australia Asia
2,2% 2,5% 6,7% 0,5%
Género Hombre 6% Mujer 1,6%
- 55-64: 65-74: 75-84: > 80:
Edad (afios) 1,3% 2,8% 1,2% 0,6%
. 3-3,9: 4-49: > 5
Diametro (cm) 3.3% 0.7% 0.4%
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En la poblacion espafiola se ha detectado una prevalencia de AAA del
2,3% en hombres de entre 65 y 74 afios®%; si bien, en estudios
anteriores se habia descrito una prevalencia ligeramente superior3”-3,
En Europa también se ha observado una disminucién en estas cifras,
atribuyéndose, al menos en parte, a los programas de cribado
implementados en el continente durante la dltima década,
permaneciendo una prevalencia en torno a 1,8-2,6% a los 65 afios®.
La cifra espafiola se ha mantenido dentro de estos intervalos pese a
que en no se han aplicado dichos programas de cribado poblacional,
ya implantados e implementados en otros paises como Australia®®-4?,
Reino Unido (UK)**%4 y Dinamarca*>¢,

Los AAA suponen en torno al 1% de las muertes en hombres por
encima de 65 afios, ocasionando més de 175000 muertes al afio en
todo el mundo*®°, lo que supone la 102 causa de muerte en este grupo
de edad®°.

La tasa de mortalidad asociada a su rotura es muy alta y varia entre el
60-80%"°1, por lo que tanto el diagndstico como el tratamiento precoz
son muy importantes antes de la misma. Thompson et al®?> ya
mostraron en 2009 el beneficio en cuanto a mortalidad de la
realizacion de programas de deteccidn precoz en hombres entre 65y
74 afos para detectar AAA. Dicho beneficio se mantiene hasta 10

afos y la rentabilidad coste-efectiva aumenta con el tiempo.
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Recientemente, se ha demostrado que la implantacién de sistemas de
deteccién reduce los costes y presentan beneficios en términos de
esperanza de vida®®. En 2019, Andrew et al®* publicaron un
metaanalisis, en el que se incluyeron 5 estudios con 175085
participantes, en el que se mostraba una reduccién significativa y
rentable de la mortalidad relacionada con AAA, por lo que se instaba
a la implementacion mas amplia de programas de deteccion de AAA,

incluso en hombres de edad méas avanzada.
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2.5 Factores de riesgo

Los aneurismas pueden aparecer a cualquier edad como resultado de
mdultiples factores tanto degenerativos/arterioescleréticos, como
inflamatorios, infecciosos, genéticos y/o traumaticos. Suelen
asociarse, en alrededor de la mitad de los casos, a hipertension arterial
(HTA) aungue el factor desencadenante mas importante implicado
hasta la fecha es el tabaquismo. En un estudio de cribado poblacional
realizado por Kent et al®® en 2010 se observé que el 18-25% de los

pacientes diagnosticados de AAA pequefios eran fumadores activos®.

Otros factores asociados son la hipercolesterolemia, la enfermedad
oclusiva vascular periférica / enfermedad arterial periférica (EAP) y la
enfermedad arterial coronaria (EAC)®’. Asi mismo, la agregacion

familiar, sugiere la existencia de una predisposicion genética.

Su prevalencia depende de la presencia de picos poblacionales de
riesgo incluyendo la edad avanzada (mayores de 65 afos), el sexo

masculino y la raza blanca.

Desglosaremos uno por uno los factores de riesgo mas influyentes en
el desarrollo de los aneurismas de aorta. En la Tabla 2 incluimos los
méas relevantes, recogidos en un metaanalisis de estudios

observacionales publicado en 2018 por Altobelli et al®®.
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Tabla 2. Factores de riesgo mas influyentes en el desarrollo de aneurismas de
aorta. OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; HTA: hipertensién; DM:
diabetes mellitus; EAC: enfermedad arterial coronaria.

n° estudios

OR

IC 95% p-valor
Género 13 5,93 4,26-8,25 < 0,0001
Tabaquismo 6 2,97 1,20-7,30 0,018
HTA 8 1,55 1,02-2,34 0,039
DM 6 1,18 0,99-1,41 0,067
EAC 5 2,29 1,75-3,01 <0,0001
Historia familiar 4 9,64 1,72-53,98 0,01
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2.5.1 Sexoy edad

El sexo masculino y la edad avanzada son factores de riesgo no
modificables para el desarrollo de AAA. Por debajo de 50 afos, la
aparicion del AAA es poco comun y la morbilidad aumenta con la edad.
La tasa de prevalencia en pacientes en Estados Unidos (EEUU) es 6
veces mayor en hombres que en mujeres®. Asimismo, en diferentes
estudios epidemiolégicos y de screening, como hemos comentado en
el apartado anterior, se han observado ratios hombre-mujer que
oscilan entre 4,8-5,0:1,05062,

Sin embargo, la tasa de rotura es hasta tres veces mayor en mujeres
y en AAA de menor tamafo, con una tasa de mortalidad similar en
ambos sexos®2. En el United Kingdom small aneurysm trial (UKSAT)%3
se observé que el diametro medio de rotura en aneurismas en mujeres

fue de 5 cm mientras que, en hombres, fue de 6 cm.

Ademas, valorando los datos del andlisis de resultados de Medicare
2006, aproximadamente el 30-34% de los AAA rotos que fallecen en
EEUU, ocurren en mujeres, lo que contrasta con el hecho de que sélo
el 22,6% de las cirugias electivas de reparacion de AAA se realiza en
el sexo femenino®!. Asi pues, la prevalencia menor de AAA en mujeres

se contrarresta por su significativa mayor tasa de rotura®.
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2.5.2 Tabaquismo

El tabaco es el factor de riesgo modificable mas significativo para el
desarrollo de AAA. La asociacion de la intensidad y la duracion del
hébito tabaquico en pacientes afectados de AAA es el factor de riesgo

mas importante para su desarrollo®®.

En 2018 se publicé un metaanalisis comparando fumadores actuales,
exfumadores y fumadores ocasionales respecto a nunca fumadores
en el que se observd un riesgo relativo (RR) de 4,48, 2,10 y 3,28,
respectivamente. También se observd una relacion dosis-respuesta
positiva entre la carga tabaquica (cigarrillos-dia, paquetes-afio) y el
riesgo de AAA, mientras que hubo un riesgo reducido al aumentar el
tiempo tras el cese tabaquico®.

Ademas, se asocia de manera importante a la morbilidad de los AAA.
La persistencia de tabaquismo, una vez establecido el aneurisma,
repercute en el aumento de la tasa de crecimiento anual del AAA en
torno a 0,4 mm al afio, llegando a duplicar el riesgo de rotura®®.
También existe evidencia de la disminucién del riesgo tras el cese del
consumo®®, por lo que su interrupcion representa uno de los objetivos
mas importantes a controlar en el manejo médico y en el tratamiento
de estos pacientes, para conseguir la reduccion del riesgo de

crecimiento y la eventual rotura.
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2.5.3 Hipertension

La HTA ha sido reconocida como un factor de riesgo importante para
los AAA, aunque suele aparecer mas intensamente asociada al
desarrollo de la enfermedad coronaria y cerebrovascular, cuando se
comparan entre ellas. La morbimortalidad en pacientes con AAA que
asocian HTA es mayor que en pacientes sin AAAY’,

En el metaandlisis publicado en 2019 por Elsa Kobeissi et al®
observaron que el RR para la presencia de AAA en pacientes
hipertensos era de 1,66 veces comparado con el de pacientes
normotensos. Ademas, se registrdo un aumento del 14% del RR para
el desarrollo de AAA por cada aumento de 20 mmHg en la presion
arterial sistélica (PAS) y un aumento del 28% por cada 10 mmHg de

aumento en la presion arterial diastélica (PAD).

Sin embargo, aun no se conoce completamente como la HTA

contribuye a la progresion de la enfermedad aneurismatica.

2.5.4 Arterioesclerosis

La arteriosclerosis y los AAA comparten factores de riesgo comunes
como son la edad avanzada, el sexo masculino o el tabaquismo, entre
otros®®’% Esto fue reafirmado por Forsdahl et al’* tras analizar una
cohorte de 4345 mujeres y hombres seguida durante 7 afios, cuyos

resultados concordaban con las publicaciones previas.
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En ocasiones, los AAA pueden aparecer en pacientes con
arterioesclerosis y otras enfermedades cardiovasculares, como la
enfermedad arterial coronaria o la arteriopatia periférica / enfermedad
arterial periférica’>’3. Sin embargo, factores de riesgo clasicos en la
arterioesclerosis, como son los niveles elevados de colesterol y la
HTA, no han sido asociados tan intensamente con la incidencia de
AAA’2 y factores de riesgo consistentemente asociados, como lo es
la diabetes mellitus (DM), no juegan un papel patogénico tan
importante en el desarrollo de AAA™,

De hecho, la relacion entre AAA y diabetes es controvertida. Lederle
et al®® observaron, en un cribado a 73451 hombres, que la deteccion
de AAA mediante ecografia era aproximadamente la mitad en
pacientes con diabetes que en no diabéticos. Ademas, la progresion y
el crecimiento de estos AAA era mas lenta en paciente con DM, lo que

sugiere un mecanismo protector3 578,

En un estudio experimental en modelo de ratén inducido por
Angiotensina Il (Ang IlI) se demostré que los niveles elevados de
glucemia (hiperglucemia) podrian reducir la progresion de los AAA™,
Y en un metaandlisis realizado en 2012 por Sweeting et al®® se observé
gue los pacientes con diabetes presentaban una tasa de reduccion del

tamarfio del AAA en torno a 0,51 mm al afo.

La DM es un factor de riesgo para multiples enfermedades
cardiovasculares, sin embargo, no es un factor de riesgo en el
desarrollo de AAA, es mas, por el contrario, se asocia negativamente.

Esta evidencia podria estar asociada con la terapia con metformina®®-
82
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Con relaciéon a esta afirmacion, Itoga et al®® publicaron en 2019 sus
resultados tras el analisis de 13834 pacientes y 58833 estudios
radiograficos extraidos del sistema de atencidon médica a Veteranos
de EEUU entre 2003 y 2013. Observaron que la tasa media de
crecimiento de los AAA fue de 1,2+1,9 mm/afio para los pacientes a
los que se les prescribi6 metformina en comparacion con 1,5+2,2
mm/afio para los que no la tomaban, lo que suponia una disminucion
del 20%. Este efecto siguid siendo significativo cuando se ajusto con
las variables relevantes en la progresion de los AAA. De esta forma,
concluyeron que la prescripcion de metformina se asociaba con una

disminucion del tamario del AAA.

2.5.5 Historia familiar

Aproximadamente el 1-5% de los pacientes con AAA tiene una historia
familiar asociada. Los primeros en describir este efecto fueron Clift et
al®*, en 1977. Posteriormente, Tilson et al®® recogieron una serie de 50
familias con dos o mas componentes de primer orden afectos de AAA.
También Borkett-Jones et al®® en 1988 publicaron la presencia de

AAA, esta vez, en gemelos.

Teniendo en cuenta que el 80% de la patologia aneurismatica adrtica
aparece en hombres, esto favorece el aumento del riesgo para sufrir
AAA en hermanos y en la descendencia masculina de los pacientes.
De hecho, la prevalencia en hermanos puede aumentar hasta un 15-
27%°%',
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En 2010 Wabhlgren et al®® publicaron sus resultados tras revisar el
registro de gemelos suecos. Habia inscritos hasta el momento del
estudio 172890 gemelos con una edad media de 72 afios, 275 de ellos
con AAA.

En este estudio concluyeron que habia un 24% de probabilidad de que
un gemelo monocigético de un paciente con AAA, tuviera también la
enfermedad. Es decir, un gemelo monocigoto de un paciente con AAA,
tenia un riesgo de padecer la enfermedad 71 veces mayor que un
gemelo monocigoto de un individuo sin AAA. De este modo, se estimd
una tasa de riesgo heredable del 70%, siendo la variabilidad restante
explicable por factores ambientales.

Por otro lado, Kitagawa et al®® también describieron en 2014 la similitud
anatémica en dos AAA en sendos gemelos monocigoéticos. Ademas,
se ha observado que los casos de AAA familiares tienen un mayor

riesgo de rotura que los casos esporadicos®®-°L,

Finalmente, con relacién a los factores de riesgo comentados en este
apartado, cabe destacar que la relacién de algunos de ellos tales como
la HTA, la historia familiar, la enfermedad coronaria o la arteriopatia
periférica con los AAA podria deberse mas a una asociacion espuria

gue a una causalidad o papel conocido en la patogénesis.
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2.6 Sintomas y diagnodstico

Generalmente, los AAA son totalmente asintométicos, por lo que su
diagnéstico se puede realizar mediante una exploracion fisica en la
que se detecta una masa pulsétil en epigastrio o en area periumbilical,
descrita a menudo por los pacientes como una sensacion de pulso a
nivel abdominal®>. Sin embargo, lo mas frecuente, es que su
diagnéstico se realice de manera incidental o casual al realizar

cualquier prueba de imagen durante el estudio de otras patologias.

Los AAA pueden tener cualquier tamafio y, en caso de aparecer clinica
asociada, (habitualmente, dolor abdominal), no suelen comenzar a
hacerlo hasta sobrepasar los 5-6 cm de diametro y ya en el contexto
de alguna complicacion grave como es el crecimiento rapido o de

magnitudes catastréficas como son la rotura y la hemorragia masiva.

Otros sintomas que pueden presentarse, aungque menos
frecuentemente, se asocian al tamafio y aparecen en AAA grandes
secundariamente a una clinica compresiva local, lo que los hace muy
variados y diversos. Puede aparecer, desde la saciedad temprana,
nauseas o vomitos por compresion duodenal; a sintomas urinarios
secundarios a hidronefrosis, por compresion ureteral; o trombosis
venosa, por compresion venosa iliocava. También puede aparecer
dolor lumbar por erosion de la superficie vertebral anterior en las
regiones adyacentes al AAA. Incluso sin afectacion 6sea, los AAA
pueden causar lumbalgia crénica o dolor abdominal. Dicha clinica

suele ser insidiosa, mal definida y poco especifica®.
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También, de manera poco frecuente, pueden aparecer sintomas
isquémicos agudos, resultado de la embolizacion distal de los residuos
trombaéticos (trombo mural) contenidos dentro de los AAA. La
trombosis aguda de un AAA ocurre raramente, pero es un evento con
consecuencias frecuentemente tragicas. El ateroembolismo es mucho
mas comun que la trombosis aguda de los AAA y ocurren en menos
del 2-5% de los pacientes con AAA. No obstante, siempre debe
considerarse esta patologia como origen de una ateroembolia distal,
especialmente en pacientes sin enfermedad oclusiva aterosclerética
manifiesta. Tales sintomas cuando aparecen son, casi siempre, una

indicacion de tratamiento del AAA mediante reparacion quirdrgica.

Independientemente de la sintomatologia, el peligro principal del AAA
es la rotura, seguida de la hemorragia severa y el shock hemorragico,
con el desenlace fatal para el paciente que esto supone. Una rotura
aneurismatica se considera una extrema urgencia y, aunque vaya
seguida de una intervencién quirdrgica para la reparacién de esta,
consta con una alta tasa de morbimortalidad. Es una de las principales
causas de muerte en el mundo (102 a nivel mundial, como se ha
comentado previamente) y es un fendbmeno muy complejo que
habitualmente ocurre de forma subita®. Presenta una tasa de

mortalidad prehospitalaria del 59-83%%.

Por otra parte, el riesgo de rotura esté relacionado tanto con el tamafio
absoluto del aneurisma como con su tamafio en relacion con los
diametros normales en funcion de la ubicacion, el tamafio corporal y
el género. Otros factores relacionados son la etiologia, la tasa de
crecimiento y la morfologia del aneurisma, que también pueden ser

fundamentales para evaluar el riesgo en ciertas circunstancias.
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En la practica clinica, se realiza una monitorizacion de los AAA para
controlar el diametro maximo y/o su tasa de crecimiento anual o
semestral, de manera que se pueda indicar la cirugia profilactica antes
de que exista un alto riesgo de rotura. La intervencién quirdrgica se
aconseja cuando el aneurisma alcanza 5,5 cm de didmetro transversal

maximo y/o crece >0,5 cm/afio®.

El riesgo estimado de rotura anual de los AAA varia en funcion de su
diametro, siendo muy infrecuente en aortas por debajo de los 4 cm y
aumentando posteriormente de modo exponencial, desde una tasa de
ruptura del 1% anual para AAA entre 4-5 cm, hasta una tasa del 30-
50% de rotura anual para aortas mayores de 8 cm de diametro

transversal maximo?®®.

La tasa de crecimiento de los AAA entre 3-5,5 cm es de 0,2-0,3 cm al
afio. Los aneurismas de mayor tamafio presentan una tasa de
crecimiento mayor®”8, La Tabla 3 muestra el riesgo de rotura de los

AAA a los 12 meses segln su didmetro maximo®.

Tabla 3. Riesgo de rotura de los AAA a 12 meses segln su diametro maximo.

Diametro de AAA (cm) Riesgo de rotura (% a 12 meses)
3-3,9 0
4-4,9 1
5-5,9 1-11
6-6,9 10-22
>7 30-33
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Sin embargo, y pesar de un control estricto de estos pacientes,
aproximadamente el 10-15% de los aneurismas por debajo del valor
umbral comentado anteriormente se rompen®. Este hecho sugiere la
presencia de otros factores asociados al riesgo de rotura, tales como
la morfologia del aneurisma, la composicion y/o la tensién de la pared

arterial.
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2.7 Estudios de cribado/screening

El beneficio de reconocer la mayor prevalencia de AAA en segmentos
identificables de la poblacidon repercute en permitir el disefio de
programas para el diagndéstico, seguimiento y el tratamiento oportuno
de dichas lesiones, reduciendo asi la alta letalidad por rotura en casos
no diagnosticados. Este efecto ya ha sido comprobado en programas
de seguimiento de AAA en otros paises, obteniéndose una reduccion

de la frecuencia de rotura entre 49-55%01102,

Los programas de deteccion y seguimiento no solo reducen la tasa de
muertes por rotura, sino que resultan coste-efectivos a largo plazo,
considerando el aumento de la expectativa de vida de la poblacion

senescentel®,

Estudios recientes confirman que es posible observar individuos
portadores de AAA pequefios, postergando su reparacion hasta los
5,5 cm de didmetro sin afectar a su esperanza de vida, siempre y
cuando se obtenga una alta adhesién de los pacientes al programa de
seguimiento, que exista un rapido acceso a los centros de control y se
ofrezca una baja morbimortalidad operatoria que garantice un
beneficio de la intervencidn terapéutica sobre la historia natural del
AAA104-105_
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El eco doppler abdominal es la prueba utilizada para hacer el cribado

de AAA, ya que es una técnica no invasiva, inocua, barata, que puede

realizarse en centros de atencidén no especializada y que tiene una

sensibilidad y una especificidad en torno al 100% para la deteccion de

esta patologial®. En la Tabla 4 se muestran los principales estudios

de prevalencia llevados a cabo mediante cribado poblacional de AAA:

Tabla 4. Prevalencia de AAA detectada en screening poblacional. M: mujeres /
H: hombres; UK: Reino Unido; MASS: Multicentre Aneurysm Screening Study;
AAA: aneurisma de aorta abdominal.

Chichester Viborg Western | MASS | Rotterdam | Tomso,
UK Dinamarca | Australia UK Holanda | Noruega
N 15775 12628 41000 67800 5419 6386
Género HyM H H H HyM Hy M
Edad (afios) 65-80 65-73 65-79 65-74 > 55 55-74
1988- 1994- 1996- 1997- 1994- 1994-
Fecha
1990 1998 1998 1999 1995 1995
Publicacidon 1995 2002 2004 2002 1995 2001
Prevalencia 7,6% H 4,1%H 8,9% H
4,0% 7,2% 4,9%
AAA 1,3% M 0,7% M 2,2% M
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Finalmente, tras estos resultados, la recomendacion en nuestro medio
de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular (SEACV)%’
es que el cribado de AAA esta indicado y se debe realizar en pacientes
con cardiopatia isquémica sintomatica, arteriopatia obliterante de
miembros inferiores (MMIl) y enfermedad ateromatosa carotidea

grave.
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2.8 Tratamiento de los aneurismas

En general, el tratamiento de cualquier patologia se puede dividir en
varias fases: preventivo/profilactico, farmacolégico y quirdrgico. Sin
embargo, aunque los AAA se pueden diagnosticar y detectar
tempranamente a través de programas de cribado, actualmente no

existen medios para controlar o frenar su progresion.

La principal causa de muerte de estos pacientes es el riesgo
cardiovascular asociado. Por lo tanto, el tratamiento fundamental de
los AAA es el control de esos fatores de riesgo, de acuerdo con las
Guias de Practica Clinica publicadas en 2019 por el American College
of Cardiology y la American Heart Association (ACC/AHA)!%; y la
reparacion quirargica, ya sea de manera abierta o endovascular.
Como hemos comentado en el apartado anterior, la intervencion
quirurgica profilactica de los AAA disminuye la mortalidad si se realiza
en individuos sanos cuando el AAA ha alcanzado un diametro de 5,5

Cm104—105, 109

La mayoria de los AAA se intervienen de manera electiva en fase
asintomatica para evitar las consecuencias de su rotura. Sin embargo,
también pueden intervenirse de forma urgente cuando debutan con las

complicaciones derivadas de ésta.
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Los AAA en rango quirdrgico (>5,5 cm de didmetro maximo) presentan
una probabilidad de rotura a 5 afios del 25-40%, con una mortalidad
global en torno a un 90% en los AAA rotos®, si se incluyen los
hallazgos de autopsia de los pacientes que no llegan a ingresar en un
centro hospitalario (alrededor del 50% perioperatoria). Esto apoya el
tratamiento quirdrgico profilactico como tratamiento de eleccion

cuando se supera el diametro consensuado.

Existen principalmente dos tipos de intervenciones sobre los AAA. Por
un lado, la cirugia convencional abierta, que consiste en la exéresis
del aneurisma a través de un abordaje quirdrgico abdominal (por
abordaje trans o retroperitoneal) mas o menos extenso con su
posterior sustitucion por una proétesis sintética. Por otro lado, la cirugia
endovascular (REVA) que puede constituir una alternativa menos
agresiva, en la que no se realiza la reseccion del aneurisma, sino que
éste se excluye mediante la interposicion de una endoprotesis cubierta
y modular que se coloca a través de abordajes inguinales (desde las
arterias femorales), de manera percutanea o con un pequefio abordaje

abierto, evitando la apertura de la cavidad abdominal.

2.8.1 Tratamiento farmacoldgico

Como ya hemos comentado anteriormente, el control de los fatores de
riesgo es fundamental en el tratamiento del AAA. En concreto, el
abandono del habito tabaquico representa la intervencién no
quirurgica mas efectiva para reducir el riesgo de complicaciones de los
AAALD
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Por otro lado, hay evidencia experimental y clinica de menor
crecimiento de AAA con el uso de algunos farmacos. Aunque en
algunos casos su efecto ofrece expectativas esperanzadoras, en
general, no han demostrado una eficacia suficiente como para

aconsejar su uso sistematico.

Los betablogueantes!!*'® reducen la tasa de dilatacion
aneurismatica a través de la modificacion de la fuerza contractil del

miocardio y su impacto en la distensibilidad de la aorta.

La doxiciclinal®* inhibe la actividad y expresion de las
metaloproteasas (MMP) presentes en la pared de la aorta, limitando el
crecimiento de aneurismas en modelos animales, aunque su eficacia

clinica no ha resultado concluyente.

En cuanto a las estatinas, Bellosta et al''® demostraron que la
fluvastatina era capaz de inhibir la produccion de MMP-9 en un 30%
en los cultivos celulares de arteria humana y Kalela et al'®
demostraron que el tratamiento con pravastatina en individuos jovenes
disminuia los niveles de MMP-9 sérica. En esta linea, en 2005,
Steinmetz et al''” mostraron que el tratamiento con simvastatina
disminuia el crecimiento de aneurismas experimentales en ratones
normo e hipercolesterolémicos, sin afectarse los niveles de colesterol

sérico.
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En 2006, en un modelo de AAA experimental en ratas, también se
observé que el tratamiento con simvastatina disminuia el desarrollo de
AAA y reducia los niveles de MMP-9 y factor nuclear-kB (un factor de
transcripcién nuclear involucrado en la expresion de distintos genes
durante la inflamacién)!8. En este estudio se detect6é una disminucién
de la expresidn de varios genes relacionados con inflamacién,

remodelacion de la matriz extracelular (MEC) y estrés oxidativo.

Por otro lado, y dado que las MMP desempefian un papel destacado
en el desarrollo de los aneurismas, se ha estudiado el uso de
inhibidores sintéticos y su efecto en la disminucién del crecimiento de
los AAA. EI BB-94 o batimastat es un inhibidor de amplio espectro de
las MMP que ha sido eficaz en el control de la respuesta inflamatoria
y MMP18120 En un estudio realizado en 1999 en AAA experimentales
inducidos en ratas, el BB-94 disminuy6 la expansién del aneurisma.
Ademas, se observo un efecto no s6lo como inhibidor directo de las
MMP, sino también disminuyendo la respuesta inflamatoria, algo que
no se habia documentado en los modelos animales tratados con
doxiciclina. Este segundo modo de accién podria relacionarse con las
alteraciones que tienen lugar en los mecanismos de realimentacion de
la degradacion de la MEC'2, Sin embargo, el empleo a largo plazo del
BB-94 se ve limitado por su falta de biodisponibilidad y por la ausencia

de posologia oral.
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El marimastat, de segunda generacion, si es activo por via oral, pero
posee un 30% de efectos secundarios, en especial, en el sector
musculoesquelético. Se ha estudiado en modelos experimentales
humanos de hiperplasia intimal, en extractos de vena safena interna
utilizados para bypass y en aneurismas!??2, En este modelo, el
marimastat redujo significativamente el engrosamiento de la neointima
en paralelo a una disminucion también significativa de MMP-2 y MMP-
9 en el tejido.

Otro grupo de farmacos analizados en el tratamiento de los AAA son
los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(IECA). La administracion de IECAs a pacientes con un AAA
establecido provoca un aumento de la produccién sistémica del
colageno y disminuye el engrosamiento de la pared arterial*?®, Liao et
al'?* demostraron que diferentes IECAs (captopril, lisinopril y enalapril)
podian producir una disminucion en la degradacion de la elastina
(ELN) en el AAA de modelos murinos, sin inducir cambios en el estado
inflamatorio de la pared. En un estudio poblacional de casos y
controles realizado por Hackman et al'?® en 2006 se observo que la
administracion de IECAs producia una disminucién en la tasa de rotura
de los aneurismas de aorta, independientemente de la disminucion de

la tensién arterial.

No obstante, la busqueda de nuevos farmacos que permitan controlar
el crecimiento de los AAA identificados precozmente, sigue
constituyendo el santo grial del tratamiento de la patologia

aneurismatica
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2.8.2 Tratamiento mediante cirugia abierta

La cirugia clasica, convencional o abierta de los AAA, ha demostrado
ser una técnica quirdrgica fiable, segura y duradera, siendo aun en la
actualidad el tratamiento de eleccién, a la espera de estudios
prospectivos a largo plazo que la comparen con otras técnicas mas
novedosas como la terapia endovascular o la laparoscopia®. En una
revision realizada por Ernst'? en 1993, se examinaron los resultados
de mortalidad de la reparacion abierta de 6488 aneurismas no rotos
recogidos en trece series. El rango vari6 de 1,4-6,5% con un promedio
del 4% (mediana del 3,66%). Los mismos autores analizaron también
la mortalidad de 1731 aneurismas rotos, que fue del 23-69%, siendo
el promedio del 49%.

Por otro lado, el abordaje quirargico del espacio retroperitoneal en el
que se encuentra la aorta se puede realizar via transperitoneal
mediante una laparotomia media o, via directamente retroperitoneal a
través de un abordaje del flanco izquierdo del paciente, a nivel

subcostal.

Cada técnica presenta sus ventajas y desventajas y sus
peculiaridades, por lo que su eleccion debe ser individualizada a cada
paciente. Una revisién de la Cochrane publicada en 2016'?” compar6
ambos métodos y como conclusiones tras su estudio, destacaron que
el abordaje retroperitoneal no presentaba ventajas sobre el abordaje
transperitoneal para la reparacion abierta electiva del AAA en cuanto
a la mortalidad, aunque si podia reducir la pérdida sanguinea, la
estancia hospitalaria y la estancia en la unidad de cuidados intensivos
(ucl.
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Sin embargo, en un estudio prospectivo randomizado realizado por
Darling et al'?® que recogia los resultados de 1109 pacientes
comparando el abordaje transperitoneal con el retroperitoneal
apreciar6 una diferencia significativa en las pérdidas heméticas, en la
necesidad de transfusion y en la mayor rapidez en inicio de la ingesta
oral a favor de la via retroperitoneal, mostrandose segura y eficiente

en comparacion con el abordaje transperitoneal clasico.

2.8.3 Tratamiento quirtrgico endovascular

La técnica REVA es menos invasiva que la cirugia abierta. Este
procedimiento consiste en la colocacion de estructuras modulares
estancas confeccionadas a modo de stents cubiertos de tejido
impermeable, que se introducen en el territorio adrtico-iliaco a través
de ambas arterias femorales comunes. Estas endoprotesis se
disponen a modo de bypass intraluminal o “endobypass” para excluir
el saco aneurismético de la circulacién y, en consecuencia, evitar la
presurizacion directa del AAA, lo que repercute en la drastica

disminucién del riesgo de rotura.

Para la colocacion de la protesis se utilizan guias de trabajo y de
soporte por lo que se debe visualizar todo el procedimiento bajo
fluoroscopia directa con rayos X, siendo imprescindible el uso de
contraste yodado, lo que puede limitar la utilizacion de esta técnica en
pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC)'?°. Sin embargo, se han
desarrollado sistemas para realizar fluoroscopias usando diéxido de
carbono (CO)*° como medio de contraste, lo que permite optimizar el

tratamiento en estos pacientes.
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Esta técnica se trata de un abordaje terapéutico menos agresivo que
conlleva menos complicaciones mayores inmediatas intra vy
postoperatorias en los primeros 30 dias respecto a la cirugia
convencional, o que permite tratar a pacientes mas longevos y con
mayor comorbilidad, que no podrian tolerar una cirugia abierta clasica

por su elevado riesgo operatorio®?,

En general, se utiliza un disefio aorto-biiliaco, con reconstruccion
modular de la bifurcacion aodrtica. No obstante, en determinadas
situaciones y anatomias aorticas (paciente inestable, accesos
dificultosos en uno de los ejes iliacos, etc.) puede optarse por una
endoprotesis aorto-monoiliaca y bypass cruzado entre ambas arterias

femorales.

En contraposicién a la cirugia adrtica clasica, los REVA requieren un
control mas exhaustivo que los aneurismas tratados de modo
convencional, pues su gran handicap son las fugas arteriales
(endoleaks)**? en el dispositivo debido a migraciones, desconexiones
modulares, porosidad del dispositivo usado y presencia de arterias

lumbares y/o arteria mesentérica inferior (AMI) permeables.

2.8.4 Cirugia abierta vs cirugia endovascular

En lineas generales, los resultados del REVA respecto a la cirugia
convencional son mejores en cuanto a morbimortalidad quirdrgica
inmediata (30 primeros dias). Sin embargo, este beneficio se iguala y
se pierde con el tiempo. Como se muestra en la Figura 3, la
supervivencia en ambos tratamientos a largo plazo, pasados los

primeros 30 dias perioperatorios, se superpone.
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Figura 3. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia parala mortalidad total general,
por grupo aleatorizado, para los 2783 pacientes de los 4 ensayos (EVAR-1,
DREAM, OVER, ACE). EVAR, del inglés: endovascular aortic repair. Extraida de
Powell JT et al. On behalf of the EVAR-1, DREAM, OVER and ACE Trialists. Meta-
analysis of individual-patient data from EVAR-1, DREAM, OVER and ACE trials
comparing outcomes of endovascular or open repair for abdominal aortic
aneurysm over 5 years'®3,

En la revision sistemaética publicada en 201732 por los componentes
de los cuatro ensayos mas relevantes en el estudio y seguimiento de
AAA (EVAR-1, DRAM, OVER y ACE) se describi6 el fallecimiento,
durante el seguimiento, de 481 pacientes en el grupo REVA y 482 en
el grupo de reparacion abierta. En general, no hubo diferencia en la
mortalidad total durante el periodo de seguimiento de los ensayos.
Entre los 0 y 6 meses postoperatorio, la mortalidad si fue menor para
el grupo REVA, con 46 muertes frente a 73 en la reparacion abierta y
no se describié heterogeneidad entre los ensayos incluidos en la
revision. Sin embargo, a los 5 afios, la tasa de supervivencia estimada
fue de 73,6% tanto en el grupo REVA como en el grupo de reparacion

abierta (Figura 3).
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Aunqgue los resultados iniciales de la REVA fueron prometedores, su
eficacia a largo plazo respecto a la reparacion abierta sigue sin estar
clara. Dado que estas son las Unicas dos opciones de tratamiento
disponible en el manejo del AAA, la duda principal que surge en la
practica clinica es si la REVA o la reparacion abierta confieren
resultados mas favorables a corto y largo plazo en los pacientes con
AAA no rotos.

En 2020 se ha publicado un metaanalisis** que incluye 16 estudios,
siendo los més relevantes el ACE, el DREAM, el EVARL1, el OVER, el
PVSS (Peripheral Vascular Surgery Society), el SAVS (Southern
Association for Vascular Surgery), el SwedVasc (Swedish Vascular
Registry Trial) y el VSGNE (Vascular Study Group of New England).
En esta publicacion, la REVA mostr6 una clara ventaja perioperatoria
en comparacion con la cirugia abierta. Sin embargo, esta ventaja de
supervivencia no se mantiene mas alla de los 2 afos
postprocedimiento. De hecho, las tasas de mortalidad por todas las
causas fueron comparables entre los dos grupos de tratamiento a los
2,4y 6 afos de la cirugia. Aungque no hay diferencias estadisticamente
significativas en la mortalidad relacionada con el AAA, con el ictus
postoperatorio o con el infarto de miocardio, si que se observé una
tasa méas alta de complicaciones renales postoperatorias en el grupo

de cirugia abierta.

En esta revision del 2020 se concluy6 que era razonable plantear la
REVA como una técnica potencialmente revolucionaria tan eficaz
como la cirugia abierta, pero que no seria correcto ni valido afirmar
gue se trata de una intervencion superior. De este modo, actualmente,

no se puede abogar ni refutar la REVA sobre la cirugia abierta.
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En definitiva, en la actualidad, el tratamiento que podemos ofrecer de
los AAA ya sea con cirugia convencional o mediante técnicas
endovasculares, es un tratamiento tardio y Unicamente profilactico,
enfocado a prevenir la muerte o las complicaciones derivadas de la
rotura de este. Desafortunadamente, para los pacientes que no tienen
indicaciébn quirargica, no disponemos, por el momento, de
medicamentos eficaces que puedan retrasar o inhibir la progresion del
AAA,

Por este mismo motivo, en los Ultimos afios, diversos estudios han ido
encaminados a explorar los diferentes mecanismos moleculares
implicados en la patologia y en la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas que pudieran ser aplicables tanto para el tratamiento,
como para el control de la progresion y la estratificacion de los distintos
grupos de riesgo.
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2.9 Patogenia

Los mecanismos de formacion y desarrollo de los aneurismas son
complejos e involucran todos los subtipos de células vasculares. Entre
ellos destaca la infiltracién de células inflamatorias en la capa media y
adventicia, la degradacion y fragmentacion de la elastina, la
inflamacién intramural, la respuesta inmune, el estrés mecénico de la
pared, la degradacién de la matriz extracelular y el desequilibrio de la

homeostasis de las células del musculo liso*®®.

Ademas, existen otros fendbmenos como la angiogénesis y la
formacion de placas ateroscleroticas, estrechamente relacionados con
la evolucion de la patologia.

Finalmente, como ya se ha comentado, el componente genético juega
un papel importante en el desarrollo del AAA. Existen también algunas
enfermedades genéticas que se asocian frecuentemente al desarrollo
de aneurismas por defectos congénitos en las proteinas estructurales
de la MEC como son el sindrome de Marfan (fibrilina-1), el sindrome
de Ehlers-Danlos tipo IV (procolageno tipo V) o el sindrome de Loeys-
Dietz.

En todos estos mecanismos participan un gran nimero de moléculas
y tipos celulares que, adem@s interaccionan entre si en un engranaje
complejo. A continuacion, describimos los fendbmenos y elementos

involucrados mas significativamente en la formacion de los AAA.
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2.9.1 Protedlisis / degeneracion de la capa media y

metaloproteasas (MMP)

En la pared arterial predominan los colagenos tipo | y Ill, asi como los
macroéfagos y las CMLV, que son los tipos celulares que gobiernan el
remodelado de la MEC. Otras proteinas que forman parte de la MEC
son la fibronectina, la laminina, la elastina y los proteoglucanos?®. El
balance entre sintesis y degradacion de la MEC esta regulado por el
equilibrio ente las proteasas que favorecen la degradacion, las MMP,
y sus inhibidores tisulares, los TIMP.

Las MMP son una familia de endopeptidasas que utilizan el zinc como
cofactor, producidas por diversos tipos celulares (endotelio, musculo
liso y monocitos), que degradan numerosos componentes de la MEC
y otras proteinas no relacionadas. Las MMP se sintetizan y secretan
como proenzimas inactivas y poseen un dominio propeptidico rico en
cisteinas, capaz de plegarse e interactuar con el Zn** del dominio
catalitico, lo que impide su actividad enzimatica. La activacién de las

MMP requiere la escision del dominio propeptidico.

Se clasifican en subgrupos basados en su estructura, especificidad por
el sustrato y unién a membranas en: colagenasas (MMP-1, 8 y 13),
estromalisinas (MMP-3, 10 y 11), gelatinasas (MMP-2 y 9), tipo
membrana (MT-MMP) y otras (matrilisina, metaloelastasa)!®’. La
actividad de las MMP estéa regulada, dentro y fuera de las células, de
3 formas: transcripcional, postraduccional y a través de interaccion con

inhibidores especificos.
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Dado que las MMP desempefian papeles clave en condiciones
normales de multitud de procesos biolégicos, su actividad aberrante
ha sido implicada en enfermedades como artritis, cancer,
enfermedades cardiovasculares, nefritis, trastornos del sistema

nervioso central, fibrosis e infeccion, entre otros*3.

La capacidad de las metaloproteasas MMP de degradar la matriz
extracelular y, por tanto, de regular la integridad y morfologia de la
pared aodrtica ha sido ampliamente estudiada. La disrupcion en el
balance entre la produccion de MMP activas y sus inhibidores (TIMP)
puede permitir la accion de dichas MMP, produciéndose una
degradacion de la MEC'3142 En resumen, el balance proteolitico
dependera de la concentracion relativa de activadores e inhibidores!#3,

De este modo, el equilibrio entre MMP/TIMP es critico para el
mantenimiento de la integridad del sistema cardiovasculart*+14° |o que
ha llevado a proponer que las alteraciones de éste favorecen la
degradacion de la MEC y contribuyen a la progresion de la

aterosclerosis y a la inestabilidad de la placa#®.

Las MMP favorecen la infiltraci6n monocitaria de la pared vascular, de
forma que un aumento en la expresion de determinadas MMP, como
la MMP-12, conlleva una mayor infiltracion macrofégica, con rotura de
la lamina elastica interna y aceleracion del proceso aterosclerético’.
Ademas, la inflamacién de la pared aodrtica producida por los

macréfagos también puede activar las MMP48,
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En patrticular, la induccion y la activacion de la MMP-14 (MT1-MMP)
favorece la invasién del espacio subendotelial por parte de las CMLV
y los fibroblastos, un proceso importante en el desarrollo de la
hiperplasia intimal, al facilitar la migracion y proliferacion de estos tipos

celulares#9-150,

El papel de las metaloproteasas en la formacion y la resolucién del
trombo aun no se ha definido completamente. Se ha observado que la
reduccion anormal de la actividad de ADAMTS-13 (a desintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin thype 1 motif, member 13)
favorece la aparicion de microangiopatias tromboéticas®®* y hay
evidencias de interacciones moleculares de la MMP-3 con enzimas,
sustratos e inhibidores del sistema fibrinolitico, que indican un papel
de las MMP en la regulacion de este sistema®®?, por lo que podrian

desempenfar un papel en diversas enfermedades trombaticas.

Las principales MMP implicadas en AAA son particularmente MMP-9,
y en menor medida, -2, -3, -8, -12, y -13%6, Estan relacionadas con
esta patologia, asi como otro tipo de proteasasas (cistein-proteasas y
serin-proteasas), estudiadas tanto en modelos animales como en

humanos?*®.

La actividad de las MMP-2 y 9, entre otras, resulta indispensable para
la neovascularizacion de la placa aterosclerética, proceso asociado
con la vulnerabilidad de las lesiones avanzadas inducido por estimulos
proangiogénicos e inflamatorios, y que parece necesario para su
crecimiento®™3%4, La MMP-2 se ha visto aumentada en AAA en
modelos animales en rata'®®, lo que podria explicar su relacién en la

patogenia de esta patologia.
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Lindholt et al®® observaron que la MMP-9 se correlacion6
significativamente con la tasa de expansién de los AAA, pero no
observaron correlacibn con MMP-2 ni con las metaloproteinasas
inhibidoras de tejidos (TIMP) 1 y 2. Hovsepian et al*®" encontraron
hallazgos similares. Observaron también que las concentraciones
plasméticas de MMP-9 fueron significativamente mas altas en
pacientes con AAA comparando con pacientes con patologia adrtica
oclusiva o con pacientes sanos. Sin embargo, no observaron ninguna

correlacion con el tamario del AAA.

Por otro lado, un estudio reciente publicado por Fenggi et al**® ha
planteado que el Imatinib previene la progresion del AAA inhibiendo la
expresion y activacion de MMP-9, lo que sugiere una nueva aplicacion
de este farmaco en la terapia clinica del AAA y la implicacion de esta

molécula en su desarrollo.

2.9.2 Activacion/Reclutamiento de macrofagos

Uno de los fenbmenos ampliamente observados en la formacion de
AAA es la infiltracibn de macréfagos derivados de monocitos
periféricos, los cuales conducen a una inflamacion vascular

secundaria de la media y la adventicia®®-16,

Estos macréfagos, segun el entorno, pueden adquirir diferentes
fenotipos (tipo M1y M2) con distintas funciones biolégicas. El tipo M1
se caracteriza por promover y perpetuar la reaccion inflamatoria a
través de la produccién de citoquinas proinflamatorias, mientras que el

tipo M2 esta implicado en la reparacion de tejidos!®2,
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La infiltracidn por macréfagos de la adventicia se ha observado tanto
en modelos animales como en estudios en humanos!®®-161.163-164
Ademds, una gran acumulacion de macréfagos puede favorecer la
expresion de MMP que, como hemos comentado, degradan la MEC
provocando un dafio en la estructura de la pared arterial que resulta

en la dilatacion y expansion de las arterias, y en aparicién de trombo*®.

2.9.3 Inflamacion: Citoquinas y otras moléculas inflamatorias

El papel de la intima en la formacion de los AAA no esté claro. Se ha
observado que las células endoteliales disfuncionales son capaces
de secretar también citoquinas inflamatorias que pueden estar
implicadas en el desarrollo de enfermedades inflamatorias de la pared

arterialt66-167,

También se ha demostrado que la activacion de la via de sefalizacion
del factor de transcripcion nuclear endotelial NF-kB es una sefial
inicial previa a la infiltracibn por macréfagos en el proceso de
formacion de los AAA'%® De esta forma, las células endoteliales
aorticas activadas pueden generar la expresion endotelial de
moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1y E-selectina) y proteina de
guimiotaxis o0 quimioatrayente de macrofagos-1 (MCP-1), que
reclutarian la migracion de células mononucleares hacia las capas
subendoteliales de la pared aodrtica. Este hecho supondria una
infiltracion de la pared por macréfagos y una inflamacion vascular

secundaria de la adventicia y/o de la medial®%-160:169,
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Ademas, los mastocitos, como células inflamatorias, también se han
encontrado en la media y la adventicia de manera inicial'’’, lo que ha
resultado relevante en el diametro maximo de los AAAY*172 Sun et
al*”® publicaron, en 2007, sus resultados en un estudio en un modelo
de aorta de rata con perfusién de elastasa en el que observaron que
los mastocitos eran promotores de la formacién de AAA en dichos
modelos. La activacion de los mastocitos dio como resultado un mayor
crecimiento de los AAA, mientras que su estabilizacibn con
cromoglicato disodico disminuyo la formacion de AAA. Los estudios
mecanicistas demostraron que los mastocitos participaron en la
angiogénesis, la apoptosis de las CMLV adrticas y en la expresion de
proteasas que degradan la MEC.

Asimismo, los mastocitos pueden liberar citoquinas inflamatorias,
guimiocinas, proteoglicanos y proteasas que pueden degradar la MEC,
hecho que esta estrechamente ligado a la desestructuracion de la
media, la expansion adrtica, la formacion de trombo mural y una

eventual rotura de la pared vascular'’.

Por otra parte, los neutréfilos parecen jugar un papel importante en
la inflamacién vascular. Pueden producir elastasas y otras enzimas
proteoliticas que debilitarian la pared arterial y que influirian en el
desarrollo de AAA!>17®  Se ha demostrado que la deplecion de
neutréfilos puede bloguear la formacién de AAA. Eliason et al*”’
observaron, en 2005 en un modelo murino de AAA mediante perfusion
con elastasa, que los ratones tratados con anticuerpos antineutroéfilos
presentaban menor aumento de diametro de AAA que los ratones
control, concluyendo que los neutréfilos podian ser un factor

importante en la iniciacién del proceso de formacién de los AAA.
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Del mismo modo, los linfocitos T CD4 + y los linfocitos B juegan un
papel importante en la formacion de AAA dado que también secretan
proteasas que degradan la matriz extracelular y diferentes citoquinas
proinflamatorias!’®1’®, Se ha visto un aumento de los niveles
circulantes de citoquinas proinflamatorias liberadas por las células

Th1 en pacientes con AAA80-182,

Otro tipo de moléculas inflamatorias que podrian estar relacionadas
con AAA en humanos son el factor de necrosis tumoral (TNF-a), la
enzima convertidora de TNF-q, la osteoprotegerina, o el factor de
transformacion de crecimiento (TGF-B)!83, Sin embargo, cabe destacar
gue la aplicacion de terapias antiinflamatorias e inmunosupresoras
pueden tener efectos negativos y, por tanto, han de considerarse con

extrema precaucion®,

En esta linea, Juvonen et al*®® midieron los niveles circulantes de
interleuquina 1 beta (IL-1B), IL-6, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-
a) e interferon-gamma (IFN-y) en 50 pacientes con AAA, en 42
pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC) y en 38 controles.
No se encontraron diferencias entre el grupo control y el de
enfermedad coronaria. Sin embargo, la enfermedad aneurisméatica si
se asocié con una elevacion de IL-1 beta e IL-6, en hombres y en
mujeres, en comparacion con el grupo control y el grupo de
enfermedad coronaria. EI TNF-alfa también se observo elevado en
pacientes con AAA, pero mas discreta y no estadisticamente

significativa.
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Por otro lado, el IFN-gamma aparecié significativamente aumentado
en mujeres con AAA comparado con cualquier otro grupo de hombres
0 mujeres. Sin embargo, las concentraciones de estas citoquinas no
tenian relacion con el tamafio del AAA o con el diametro del trombo
mural, aunque la concentracién de IFN-gamma mostré una correlaciéon
positiva con la expansion del aneurisma. De este modo, concluyeron
que los niveles circulantes de citoquinas aumentan en los pacientes
con AAA y que el IFN-gamma puede ser un predictor de la tasa de
crecimiento o de expansion de los AAA.

Finalmente, los fosfolipidos, ademéas de mantener la estructura de la
membrana celular, pueden actuar como mediadores de la inflamacion
y, por tanto, algunas moléculas relacionadas con su sintesis o

modificacion también se han convertido en objeto de estudio.

Asi, se han relacionado con la formacion de AAA, entre otras, la 5-
lipooxigenasa (5-L0O), la ciclooxigenasa (COX), la prostaglandina E2
(PGE2) y sus receptores, o la fosfolipasa-2 (PLA2). Sin embargo,
algunos de los estudios muestran resultados contradictorios, lo que
parece indicar una relacion compleja con la formacién de aneurismas,

todavia por explorar®®,
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2.9.4 Papel de las células musculares lisas vasculares y su

regulacion (apoptosis)

El papel de las CMLV en los AAA es controvertido. Las CMLV son
componentes celulares importantes en la estructura normal de las
arterias. Normalmente, estas células presentan un fenotipo contractil,
altamente diferenciado, que es clave para el mantenimiento de la

morfologia y la funcién vascular normal.

Bajo ciertos estimulos externos, las CMLV pueden adoptar un fenotipo
sintético o proliferativo con mayor capacidad de proliferacion,
secrecién y migracién. De esta forma, pueden dirigir la sintesis y
reparacion de elastina, colageno y otros componentes de la MEC. La
produccién de matriz extracelular mediada por CMLVs y la reparacion
de la media podrian servir para equilibrar la desestructuracion
proteolitica local que actia en los AAA. Sin embargo, la proliferacién
de CMLV, su secrecion de matriz extracelular y migracién al endotelio

es también la base patogénica de la remodelacién vascular.

Asi, Henderson et al'®” estudiaron el tejido adrtico de 20 pacientes
intervenidos mediante reparacion abierta de AAA y lo compararon con
5 controles. Se observé un nimero reducido de CMLVs en los AAA.
También se detectaron niveles mas altos de fragmentacion de DNA
(acido desoxirribonucleico) que en los controles y se observé que las
paredes de los AAA contenian mas células con marcadores de
apoptosis que las aortas normales. Las células que mostraban DNA

fragmentado eran las CMLV y los macréfagos.
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También se observé que las aortas patolégicas contenian células T
CD4 (+) y CD8 (+), que expresaban mediadores citotéxicos y que no
estaban presentes en aorta normales. De este modo, concluyeron que
muchas de las CMLV de la tanica media en los AAA presentan
marcadores de apoptosis y sefiales capaces de iniciar la muerte
celular. Esto contribuye a la reduccion de la celularidad y al deterioro
de la reparacion y el mantenimiento de la MEC en los AAA. Como
consecuencia, se produce una infiltracion de la pared enferma por
macrofagos y linfocitos T, los cuales pueden producir mediadores
citotoxicos que promueven la eliminacion de CMLV durante la
patogénesis de los AAA.

Por otra parte, el adelgazamiento de la tdnica media como
consecuencia de la degeneracion y muerte de las CMLVs es una
caracteristica de las aortas aneurismaticas. La apoptosis determina la
celularidad y la morfogénesis de los tejidos provocando, por otra parte,
la infiltracion de la pared por macrofagos y linfocitos T en la pared de

los AAA, como ya hemos comentado.

La apoptosis (0 muerte celular programada) de las CMLV se ha ligado
a la arterioesclerosis y a la integridad estructural vascular. La
apoptosis, mediada por el aumento y la acumulacion de p53 (muy
conocido por su papel como protooncogén) disminuye la densidad de
las CMLVs en la capa media de tejido afectado por AAA comparado

con las arterias sanas'8é-189,
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En un estudio reciente publicado por Chao-HanLai et al**®® se ha
observado que el inhibidor de la fosfodiesterasa, KMUP-3, frena el
crecimiento del AAA posiblemente a través de su interferencia con las
vias de sefializacion implicadas en el cambio fenotipico y apoptosis de
las CMLVs. Estos hallazgos proporcionan una validacién del concepto

de la disfuncién de las CMLVs como objetivo terapéutico de los AAA.

2.9.5 Hipoxia, estrés oxidativo y neoagiogénesis

Otro mecanismo patogénico importante en los AAA es el incremento
del estrés oxidativo y la produccién de especies reactivas del
oxigeno (ROS). Este incremento del estrés oxidativo puede inducir
una serie de respuestas inflamatorias, las cuales, a su vez, pueden
aumentar y potenciar el estrés oxidativo y la estimulacion de las
proteasas que degradan el tejido conectivo, provocando la apoptosis

de CMLVs dando como resultado un dafio o lesion tisular®?.

Estos fendmenos se han observado tanto en modelos animales como
en estudios humanos'®?. Se ha detectado un aumento de la produccién
de ROS, incluyendo anién superéxido, radical hidroxilo y especies
reactivas del nitrégeno como el éxido nitrico y el peroxinitrito en
lesiones en AAA en humanos, pero no en aortas normales y zonas
adyacentes al aneurisma, lo que sugiere que los ROS pueden estar

asociados a la degeneracion de la pared arterial'®2.
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En esta linea, Miller et al**® estudiaron el tejido adrtico de pacientes
sometidos a reparacion quirargica de aorta abdominal. En estas
muestras, los niveles de  superéxido (medidos  por
quimioluminiscencia) fueron 2,5 veces mas elevados en los
segmentos aneurismatico que en los segmentos de aorta no
aneurismatica adyacentes. Los indices de peroxidasa lipidica estaban
aumentados en 3 veces en AAA en comparacion con los segmentos
no aneurismaticos. Ademas, se observo que el aumento de superéxido
en los segmentos de AAA se localizo en las células inflamatorias y en
las CMLVs. También la expresion y la actividad de las subunidades
nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa p47 y
p22 aumentaron en los segmentos AAA en comparacion con el control.
De este modo, concluyeron que el estrés oxidativo aumenta
notablemente en los AAA, en parte, a través de la activacion de la
NADPH oxidasa y que puede contribuir a la patogénesis de la

enfermedad.

También se ha visto que la generacion excesiva de ROS por un lado
promueve la expresion de MMP y, por otro, aumenta la apoptosis de
las CMLVs de la pared aneurismética'®*. De hecho, son necesarios
multiples factores proinflamatorios, incluyendo citoquinas inflamatorias
y p53 durante la generacibn de ROS para que se induzca la

apoptosis!®.

Por otro lado, la expresién y actividad de la MMP-9 en la placa
aterosclerdtica, principalmente asociada con macréfagos, pueden ser
una consecuencia del aumento de la produccién de anién superéxido
NADPH-dependiente, ya que coincide con la expresion de la NADPH

oxidasa y la producciéon de ROS%,
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En contraposicién, las proteinas de desacoplamiento (UCPSs), que
pertenecen a la familia de las proteinas transportadoras
mitocondriales, entre ellas el subtipo UCP-2, puede ejercer un papel
protector en la prevencién del desarrollo y la progresiéon de la

arterioesclerosis en los pacientes con niveles aumentados de ROS.

MA&s recientemente, Yan et al'®” observaron en modelo animal
knockout para el gen UCP-2 que se podria promover la degradacion y
destruccién de la elastina adrtica y conducir al incremento de la
susceptibilidad de los AAA a través de niveles elevados de ROS y la
apoptosis de las CMLVs en modelo murino de AAA inducida por
Angiotensina Il. Este estudio demostré que la deficiencia de UCP-2
aumento la degradacion y destruccion de la elastina adrtica inducida
por perfusién de Ang-Il, lo que condujo a una mayor susceptibilidad al
AAA. Esto nos indica que UCP-2 podria ser un factor antioxidante y
antiapoptético en la regulacién de la formacion de los AAA.

Kim et al'®® observaron que el trasplante de médula 6sea de ratones
con deficiencia de UCP-2 a ratones con deficiencia de receptor de
lipoproteinas de baja densidad aumentaba significativamente el
tamafo de la lesidon arterioesclerética. De este modo, estos autores
introducen en su revision el posible papel que UPC-2 puede jugar en
la regulacion de la aterogénesis a través de la degeneracion de las
CMLV.
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Por su parte, el factor inducible de hipoxia-1a (HIF-1a) es un factor de
transcripcibn que estimula la angiogénesis o reprograma el
metabolismo celular para adaptarse a situaciones con disponibilidad
reducida de oxigeno!®®. HIF-1a se ha implicado en la patogénesis de
la formacion de AAA, arterosclerosis e hipertension pulmonar?®,
Asimismo, se ha detectado la sobrexpresién de HIF-1a en el borde de

la rotura aneurismatica en los tejidos de AAA humano?®,

Por otro lado, la neoangiogénesis en la capa media es una
caracteristica constatada en los examenes histolégicos de los AAAS,
pero como este fendbmeno, o sus mecanismos desencadenantes
conducen y afectan a la rotura de los aneurismas todavia es
desconocida. Esta neovascularizacion de la media implica la
degradacion proteolitica de la MEC por las MMP para facilitar la

proliferacion y migracion de las células endoteliales.

El papel de la angiogénesis en la patologia aneurismética se ha
relacionado con un aumento del riesgo de rotura y otras
complicaciones asociadas?®?. En el estudio de Edward Choke de
200622, citado anteriormente, se evalu6 el grado de
neovascularizaciéon en la rotura de los AAA y la actividad de las MMP
de la MEC en el proceso de neovascularizacion y eventual rotura del
AAA,
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Choke et al*’® investigaron si esa neovascularizaciéon aumenta el
riesgo de rotura del aneurisma. Para ello estudiaron la pared aortica
de 12 AAA rotos. Se biopsiaron muestras del borde de rotura del
aneurismay se compararon con biopsias de la pared del aneurisma a
nivel del saco. Se obtuvieron 10 muestras adicionales control de saco
aneurismatico de AAA no rotos. Se cuantificaron la
neovascularizacion, el diametro de los microvasos, el indice de
madurez y el infiltrado inflamatorio mediante analisis morfométricos
después de la inmunohistoquimia. También se cuantificaron los
mediadores proangiogénicos. Los resultados del estudio indicaron un
aumento de la neovascularizacion de la media y la sobrexpresion de

citoquinas proangiogénicas el borde de rotura del AAA.

2.9.6 Arterioesclerosis

A mediados del siglo XX se postulé que el desarrollo del AAA aparece
COmo una respuesta patoldgica frente a la arterioesclerosis aortica®.
Sin embargo, otras teorias defienden que el desarrollo de la
arterioesclerosis y los AAA es completamente independiente. Es decir,
que ambas patologias comparten factores de riesgo, por lo que
pueden aparecer asociadas, pero que los mecanismos de evolucion

son ligeramente distintos?.

De hecho, aunque las lesiones arterioescleréticas suelen acompafiar
a la formacién de AAA, puede no existir una relacion causa efecto
entre ellas. Es mas, actualmente no existe evidencia ni epidemiolégica

ni biolégica que refuerce esta teorial®® 205207,
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Aun asi, aunque la arterioesclerosis puede no ser una causa directa
sobre los AAA, puede iniciar un proceso de reclutamiento de células
inflamatorias que activen la primera sefial inflamatoria y guien a los
mediadores correspondientes, tales como proteasas 0 especies

derivadas del estrés oxidativo, para la formacion de los AAAZ08,

2.9.7 Historia familiar

Existen también algunas enfermedades genéticas que se asocian
frecuentemente al desarrollo de aneurismas como el sindrome de
Marfan o el sindrome de Loeys-Dietz. El primero es causado por
mutaciones en el gen de la fibrilina 1 (FBN-1) y el segundo, por
mutaciones en los receptores del factor de crecimiento transformante
B (TGFBR-1, TGFBR-2) 0 SMADS3 (Mothers Against Decapentaplegic
Homolog 3). En ambos casos, se ve alterada la via de sefalizacién de

TGF-B y, como consecuencia, de la pared vascular.

Después de décadas de estudio, parece mas plausible que el
desarrollo de AAA ocurra como configuracién de mudltiples factores
genéticos predisponentes en relacion con ciertos factores ambientales
y, en raras ocasiones, se trate Unicamente de una predisposicion
monogenética. Aun asi, es conocida la asociacion entre los AAAy la
variante del brazo largo del cromosoma 162%°, pues varios genes

candidatos estan localizados en esa region.

Ademas, los AAA estan asociados con ciertos isotipos de antigeno
leucocitario humano / complejo mayor de histocompatibilidad (HLA)?Y-
211 Esto sugiere, que la enfermedad aneurismatica resulta, al menos

en parte, de factores genéticos que modulan la respuesta inmune.
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Otras patologias que pueden asociarse a aneurismas de aorta como

afectacion sindrémica son los descritos en la Tabla 5%%2.

Tabla 5. Aneurismas adrticos presentes en sindromes hereditarios.

Gen afectado

Aneurismas de aorta
sindrémicos

SIN fibrilinopatias

Sindrome de mutaciones en TGFBR-1,
Loeys-Dietz TGFBR-2 0 MADH3
Sindrome de

Ehler-Danlos tipo IV

colageno tipo 3 (COL3A1)

Sindrome de monosomia del cromosoma X
Turner (cariotipo 45, X0)
Sindrome de o
Beals fibrilina 2 (FBN2)
Sindrome de PTPN11 (12g24.1);
Noonan KRAS, SOS1, y RAF1
Sindrome de JAGGED1 (CD339);
Alagille NOTCH2

Enfermedad poliquistica
renal
autosémica dominante

PKD1 (16p13.3)
PKD2 (4021-23)

Aneurismas de aorta
sindrémicos

CON fibrilinopatias

Aneurismas de aorta
familiares
NO sindrémicos

Sindrome de o
Marfan fibrilina 1 (FBN-1)
Sindrome de
Shprintzen-Goldberg FBN1
Sindrome de
Weill-Marchesani FBN1
Fenotipo MASS
(mitral vglve-aorta- ( Przill\lzlzl sen
skeleton-skin) p-
TAAD1,
TAAD2 (TGFBR2),
TAAD3,

Aneurisma familiar aértico

TAAD4 (ACTA2),
TAADS5 (TGFBR1),
TAAD-asociado a ductus arterioso
persistente (MYH11 y FAAL)

Vélvula adrtica biclspide

gen KCNJ2
NOTCH1 (locus 9934.3)
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Como se puede observar, son muchas las lineas de estudio con
relaciébn a las posibles moléculas implicadas en la formacion del
aneurisma de aorta abdominal y su posible utilidad como dianas

terapéuticas o marcadores de enfermedad o progresion.

En los ultimos afos, algunos trabajos se han encaminado hacia el
estudio de un nuevo tipo de moléculas, los miRNAs. Estas moléculas
se han implicado en los mecanismos moduladores que determinan la
evolucion en mudltiples patologias, tales como: trombosis venosas
profundas (TVP)#2, aneurismas intracraneales?!4, preeclampsia?'®,
respuesta inflamatoria®’® e inmunoldgica?’??°, diabetes???2® y

obesidad?4225, entre otras.

Sin embargo, el interés en su relacién con la patologia aneurisméatica

es mas reciente y ha sido escasamente analizado.
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2.10 miRNA

2.10.1 Definicion

Los miRNASs constituyen un conjunto de pequefios RNA, formados por
19-24 nucledtidos (nt) de cadena sencilla, endégenos, no codificantes
y altamente conservados, que regulan la expresion génica al unirse, la
mayor parte de las veces, a la region 3’ UTR (untranslated terminal
region) de un RNA mensajero (mRNA) diana mediante el
emparejamiento de bases complementarias. Generalmente regulan
negativamente la expresion génica a nivel postranscripcional al inhibir

la traduccion del mRNA o promover su degradacion.

La region de union miRNA-mRNA abarca un fragmento de secuencia
relativamente corta (alrededor de 8 bases) lo que implica que un unico

miRNA puede unirse a mas de 100 mRNAZ%,

2.10.2 Historia de los miRNA

Los miRNA fueron descubiertos en 1993 cuando Ambros et al*?’
observaron durante las pruebas genéticas que estaban realizando
para identificar reguladores del tiempo de desarrollo, un gen del
nematodo Caenohabditis elegans (lin-4) que no codificaba ninguna

proteina?Z,
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El gen lin-4 era necesario para el desarrollo mas alla de una etapa
larval temprana. Sin embargo, el estudio de su secuencia reveld una
secuencia de RNA de 22 nt sin marco de lectura. Este interactuaba
con la regién 3' UTR de su mRNA, inhibiendo la sintesis proteica de

su proteina diana lin-14227-228,

Let-7 fue el primer miRNA identificado en humanos. Se encuentra
involucrado en el control del tiempo de desarrollo?® y, a su vez, se ha
observado que esta conservado entre las especies®®, lo que sugiere

gue representan una importante via reguladora?!.

2.10.3 Nomenclatura

La clasificacion inicial de los miRNA se refiere a la especie de origen.
Por ejemplo, la denominacion hsa es la relacionada con los miRNA
humanos y la mmu con los miRNA de ratén. Posteriormente, los

MiRNA se nombran con el prefijo miRNA o0 miR seguido de un nimero:

e ElI numero se relaciona con el momento del
descubrimiento. Los descubiertos mas recientemente

reciben un nimero mas alto.

e Los miRNA con una secuencia casi idéntica se distinguen
por una letra mindscula que sigue al nimero, por ejemplo:
mMiR-29a, miR-29b y miR-29c.
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e Por otra parte, algunos miRNAs se transcriben desde dos
loci genéticos diferentes. Se nominan con un guion
seguido de un segundo namero, por ejemplo: miR-250-1y

miR-250-2, siendo estos dos miRNAs idénticos.

¢ Finalmente, un mismo pre-miRNA puede dar lugar a dos
mMiRNAs maduros, que se distinguen por un sufijo 3p o

5p?32, segun correspondan al extremo 3’ 0 5'.

2.10.4 Biogénesis

La biogénesis de los miRNA, sintetizada en la Figura 4, comienza en
el nucleo celular con la transcripcion. Los miRNAs pueden codificarse
en diferentes regiones: intrones, exones o regiones intergénicas?3234,
La expresion de los miRNAs intergénicos se suele regular por su
propio promotor, mientras en el caso de los intrénicos, aunque también
pueden presentar su propio promotor, suelen corregularse con el gen
en el que se encuentran embebidos?*®. Ademas, pueden expresarse
de forma independiente o en grupos, compartiendo el mismo regulador

transcripcional®®,

La secuencia de DNA que codifica un miRNA tiene una longitud que
supera al tamafio final del propio miRNA e incluye la regién del miRNA
y una regién complementaria a la anterior que permite su union. Esto
conlleva a que, durante la transcripcion, se genere una estructura en
horquilla formada por un RNA bicatenario primario largo conocido

como pri-miRNA, que tiene entre cien y mil nt de longitud®”.
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El procesamiento de los precursores ocurre generalmente en dos
etapas, catalizado por dos enzimas, Drosha en el nlcleo y Dicer en el
citoplasma. Una vez procesado, una de las hebras del miRNA, se
incorpora a un complejo similar al RISC (RNA-induced silencing

complex).

Drosha es una enzima que pertenece a la clase 2 de las
endonucleasas RNasa lll. Se encuentra dentro del ndcleo y participa
en el procesamiento de los pri-miRNA a pre-miRNA. La enzima es un
complejo multiprotéico que comprende Drosha y su proteina de union
a dsRNA, Pasha. Dentro del nucleo, el complejo Drosha-Pasha
escinde las colas de los extremos del tallo del pri-miRNAZ%, para
formar una estructura larga de 70 nt denominada miRNA precursor
(pre-miRNA)#°. Este es transportado al citoplasma a través del
transportador de membrana nuclear Exportina 5 y Ran-GTP289. Una
vez que el pre-miRNA se encuentra en el citoplasma, es procesado

por Dicer, una enzima clase 3 RNasal lll.

Dicer es capaz de reconocer la base de la horquilla del pre-miRNA y
corta aproximadamente 20 pares de bases del extremo de la horquilla,
eliminando el bucle. Esto deja una secuencia de RNA bicatenario
imperfecto miRNA-miRNA de unos 20-25 nt (con un extremo de 2
nucleotidos 3’), conocido como miRNA maduro, como podemos

observar en la Figura 4.
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Una de estas dos cadenas se unira a dicho complejo RISC a través de
proteina Argonaute 2, que forma parte del RISC. Dicho complejo
media la unién con el MRNA diana, que se silencia, bien por el bloqueo
de la traduccién o bien por la degradacién de cadena de mRNA?24°,
dependiendo del grado de complementariedad del miRNA con el
MRNA.

En muchos casos, la cadena complementaria del miRNA maduro
utiizado se degrada, aunque en ocasiones ambas cadenas son

funcionales?*,

Esta es la ruta de procesamiento mas comun en la formacion de
miRNA, aunque se han descrito otros mecanismos alternativos?#2. Sin
embargo, a pesar de las diferencias en el procesamiento, las
secuencias de miRNA maduras resultantes tienen tipicamente una
longitud de 19-26 nt.

Como se ha comentado, los miRNA silencian la expresion génica a
través de diferentes mecanismos que dependen, en gran medida del

nivel de complementariedad el miRNA y la secuencia de mRNA.

En modelos animales?*32%>, el método de actuacion mas comun de los
mMiRNAs es la represion traduccional seguido de la desadenilacion del
MRNA, lo que conduce a la degradacion del mRNA y una disminucion

en la expresion de sus proteinas?4.

La represion ocurre inicialmente a través de miRNAs que se unen al
MRNA en un complejo con proteinas Argonaute 1-4. Por otro lado, los
miRNA causan degradacion de la cola de poli (A) (desadenilacion) que

estabiliza el mMRNA, desestabilizandolo y aumentando su degradacion.
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CITOPLASMA

PACT Dicer
Corte

Argonauta

Descnro]lamlenw
miRNA duplex

vf———M -

Inhibicion de la traduccién o degradacion de mRNA

Figura 4. Biogénesis y formacion de los miRNAs. miRNA: micro-RNA; PACT:

protein activator of interferon induced protein kinase EIF2AK2; RISC: RNA-induced
silencing complex.
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2.10.5 miRNA como reguladores y biomarcadores de patologia

El National Institutes Health definié biomarcador como una molécula
con “caracteristicas objetivamente mesurables, capaz de identificar
procesos fisioldgicos, patoldgicos, o bien una respuesta farmacolégica
a una intervencion terapéutica™*’-248, Existen diferentes tipos de
biomarcadores: diagnésticos, prondsticos o terapéuticos®®. El
biomarcador ideal debe ser especifico, sensible, con posibilidad de
determinarlo de manera rapida y econémica, sin ser invasivo, estable
in vivo e in vitro, y tener suficiente relevancia preclinica y clinica para
modificar las decisiones relativas al proceso patol6gico en que se

aplica®®.

La identificacion de biomarcadores implicados en la patogénesis del
AAA haria posible su uso para la inhibicibn farmacoldgica del
crecimiento del AAA. Estos biomarcadores permitirian estratificar el
riesgo y evaluar el grado de enfermedad y, en consecuencia, aplicar
un tratamiento adecuado al nivel de enfermedad, para evitar tanto el

crecimiento como la rotura del aneurisma.

Aungue se han examinado numerosos marcadores potenciales del
crecimiento y rotura del aneurisma, circulantes, biomecénicos y
genéticos, ninguno se ha implementado como practica comun en el

manejo del AAAZ!,

Por su parte, los miRNA tienen la particularidad de poder detectarse
en tejidos o en sangre circulante y son altamente estables durante el
almacenamiento, lo que los convierte en potenciales biomarcadores

de diagnostico o prondstico de diferentes patologias.
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En humanos, se conocen actualmente mas de 38580 miRNAs
(www.mirbase.org; octubre de 2018), y se piensa que son capaces de

regular, aproximadamente, el 60% de los genes??2,

Algunos de ellos se han visto expresados de manera Unica en ciertos
tejidos humanos en etapas de desarrollo particulares y, por lo tanto,
son prometedores como posibles objetos de estudio como nuevos
métodos diagnésticos y como terapias farmacolégicas. Existe una
clara diferencia en la expresion del miRNA maduro entre los distintos
tipos de células y tejidos. Numerosos estudios han analizado la
abundancia de los miRNA en tejidos especificos, identificando
distintos patrones de expresion a nivel de musculo esquelético

humano, corazén, préstata, cerebro, higado, bazo y colon?532%,

Ademas, algunos miRNAs, parecen ser bastante especificos de un
tipo determinado de tejido como el miR-122 en el higado?® y los miR-
1, miR-208 y miR-133 en el musculo o el coraz6n?’. Esto podria ser
especialmente util al sefialarlos como potenciales biomarcadores en
condiciones agudas como el infarto de miocardio, donde los miRNA
especificos del tejido se liberan a la circulacion; o en estados de
aumento de la proliferacion celular, como el cancer, donde se pueden

identificar altos niveles de miRNA circulantes en plasma?58-2%°,

Como ya se ha comentado, el mecanismo de las interacciones miRNA-
MRNA ocurren a través del emparejamiento de bases
complementarias o casi complementarias con el UTR 3’ del mRNA, lo
que ha permitido desarrollar numerosos algoritmos para predecir los
MRNA a los que se dirige cada especie de miRNA. El primer algoritmo
de alineacion de miRNA fue miRANDAZ?%°,
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Este programa fue desarrollado por el Computational Biology Center
of Memorial Sloan-Kettering Cancer Center para identificar dianas
genéticas de miRNAs especificos. Desde su introduccion, se han
desarrollado otros mdltiples sistemas de prediccion (muchos de los
cuales se basan en él), como son el miRWalk, miRecords, TargetScan,
RNA22, MicroRNA.org, microCosm, PITA, PicTar, Diana-microT,
miRDB y RNAhybrid; todos ellos con un objetivo comun, hacer
predicciones para detectar secuencias complementarias como
potenciales dianas de miRNAs previamente conocidos. Ademas de
estas herramientas, existen bases de datos de interacciones miRNA-
MRNA validadas experimentalmente, como miRWalk, miRTarBase y
miRecords, que estan vinculadas a PubMed.

Sin embargo, como varios miRNA interactdan con un solo mRNA y un
solo mRNA puede verse afectado por varios miRNA, el nimero de
posibles interacciones identificadas llega a ser extremadamente alto.
Dos algoritmos de prediccion (miRANDA y PITA) han detallado mas
de siete millones de interacciones entre miRNA y mRNA, por lo que,
debido a lo laborioso que resulta evaluar cada interaccion predicha, el

uso de herramientas de prediccidn sigue siendo esencial.

Una forma actual de intentar combatir las imprecisiones del software
de prediccion es utlizar multiples algoritmos de prediccidon
simultdneamente, como se puede hacer con miRWalk, y esta
combinaciébn de algoritmos mejora la especificidad de los

resultados?%.

88 Tesis Doctoral Laura Galvez Nufez



Antecedentes y estado actual del tema

Con relacién al tema gque nos ocupa, se ha observado que los miRNA
son moduladores criticos para las funciones de las células vasculares,
como la migracién celular, la contraccion, la diferenciacion, la
proliferacién y la apoptosis. También estan implicados en multitud de
procesos cardiovasculares, por lo que su posible relacién con la
formacion y el desarrollo del AAA ha suscitado un creciente interés en

los Ultimos afios.

2.10.6 miRNA en AAA

Los miRNAs pueden estar implicados en un gran niumero de procesos
biol6gicos y patoldgicos como la diferenciacion celular, la proliferacion,
la apoptosis o la tumorgénesis?®?. Como consecuencia, la expresion
aberrante o la ausencia de expresion de algunos miRNAs se han

asociado a diversos desoérdenes fisiopatol6gicos?®3.

En lo referente a enfermedades cardiovasculares, las investigaciones
con miRNAs los han relacionado con procesos inflamatorios,
angiogénesis, funcién endotelial, desarrollo cardiaco, miocardiopatias
y arritmias, entre otros?®*. Sin embargo, alin queda mucho por explorar
sobre el papel de los miRNAs en patologias vasculares y en particular

en la formacion de los AAA.

En sucesivos estudios, se han relacionado estrechamente cinco
mMiRNAs (miR-21%%°, miR-242%°, miR-29b%%, miR-712, y miR-205%")
con la formacion de AAA. Otros miRNAs, como por ejemplo miR-
19528 se ha visto que promueve la progresion de los AAA a través de
la inhibicion de la proliferacion y la induccién de la apoptosis en CMLV,

lo que sugiere una estrategia terapéutica novedosa para los AAA.
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El andlisis y estudio del tejido patoldgico en los estadios finales de la
enfermedad ha aportado cuantiosa informacion sobre los cambios
patoldgicos tipicos en los AAA. Sin embargo, aldn se carece de
informacién suficiente sobre la iniciacibn y progresion de la

enfermedad.

2.10.6.1 miRNA en AAA de modelos animales

Una familia de miRNAs ampliamente relacionada con los AAA es la
miR-29, formada por miR-29a, miR-29b y miR-29c, siendo miR-29b el
mas estudiado de ellos. En general, se trata de miRNAs relacionados
con la respuesta fibrética y se han asociado a diversas patologias
como fibrosis de higado o rifion, fibrosis cardiaca como respuesta a

isquemia miocardica y esclerosis sistémica?®%-272,

El papel de la familia miR-29 se ha estudiado en diversos modelos
animales, murinos generalmente?®©23-2’5_ Algunas de las dianas sobre
las que actua esta familia son transcritos que codifican proteinas de la
matriz extracelular como algunas isoformas del coladgeno (COLAL,
COLA2, COLA3A), ELN (elastina) y fibrilina-1. Ademas, se ha
comprobado, en algunos de estos modelos animales, que la inhibicion
de miR-29b afecta también a la expresion de MMP-2 y MMP-9. Sin
embargo, aunque en todos los estudios mencionados se observo una
disregulacion de miRNA-29b en tejido patoldgico, Maegdefessel et
al’®® observaron infraexpresion de dicho miRNA, mientras que otros

grupos?’*-275 gbservaron sobrexpresion.
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Por otro lado, aungue inicialmente miR-21 se caracterizé como onco-
MiR, posteriormente se ha visto que es mediador de la proliferacién y
apoptosis de CMLV, asi como de su funcién contractil, estando

implicada su regulacién en desérdenes vasculares.

En lo referente a su implicacién en los mecanismos que desencadenan
la dilatacién adrtica, Maegdefessel et al’®® detectaron un aumento de
miR-21 en tejido de pared adrtica de modelo murino con AAA, ademas
de la infraexpresién de una de las dianas de dicho miRNA, PTEN
(proteina homologa de fosfatasa y tensina), una fosfatasa de lipidos y
proteinas importantes en la supresion de genes tumorales. La
inhibicion in vivo de miR-21 se traducia en una menor disminucion de
PTEN y en un aumento de la expansion del AAA, mientras que un
incremento de miR-21 tenia efecto protector debido a la hiperplasia de
la pared adrtica. Asi pues, el aumento de miR-21 en ratones con AAA,
parece ejercer un mecanismo compensatorio para tratar de mantener

el grosor de la pared.

Por su parte, Cordes et al?’® relacionaron los miR-145 y miR-143 (una
pareja de transcritos bicistrénicos, originarios de un mismo mRNA) con
la elasticidad del musculo liso. Mostraron que estos dos miRNA se
cotrascriben en progenitores cardiacos murino-multipotentes antes de
localizarse en células de musculo liso. Ambos fueron observados
como dianas transcripcionales directas del factor de respuesta sérico,
de la miocardina y del Nkx2-5 (proteina homeobox NKx2.5) y se
regularon negativamente en vasos lesionados y ateroscleréticos. De
este modo, concluyeron que miR-145 puede dirigir el destino del
musculo liso y ambos, miR-145 y miR-143, funcionan regulando el

fenotipo inactivo vs proliferativo de las células musculares lisas.
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En esta misma linea, Elia et al?’’ demostraron que ratones deficientes
en la expresion de miR-143 y miR-145 presentaban una alteracién de
las células del musculo liso y de la homeostasis vascular.
Determinaron que la expresion de ambos miRNA esta disminuida tanto
en el estrés vascular agudo como crénico y que la sobrexpresion de
MiR-143 y miR-145 disminuy¢ la formacién de neointima en el modelo
de rata con lesion vascular aguda. Determinaron que la pérdida de
expresion de ambos induce modificaciones estructurales de la aorta

debido a una diferenciacién incompleta de las CMLV.

En ese mismo arfio, Boettger et al’’® y Cheng et al?’® describieron que
mMiR-143/145 se encontraban disminuidos en diversos modelos de
enfermedades vasculares proliferativas vasculares. Ambos se
expresaban selectivamente en las CMLV de la pared vascular y su
expresion esta significativamente regulada a la baja en las paredes
vasculares con formacién de lesiones neointimales y en CMLV
desdiferenciadas, en cultivo celular. De este modo, se observaron
como marcadores y moduladores fenotipicos de CMLV capaces de
controlar la formacioén de lesiones vasculares neointimales. Por todos
estos motivos, se piensa que la regulacion de miR143/145 altera el
fenotipo de las CMLV influyendo tanto en el estado

sintético/proliferativo como contractil/diferenciado.
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Los miR-221 y miR-222 se transcriben de manera conjunta y parecen
compartir numerosas dianas. Aungue la mayoria de los estudios sobre
estos miRNAs van encaminados a su papel en el desarrollo del cancer,
Liu et al*®® revelaron que estos miRNAs se expresan tanto en células
endoteliales como en CMLV y que, ademas, juegan un papel
importante en la regulacion de la proliferacion de estas Ultimas y en la
formacioén de la lesion vascular neointimal a través de la modulacién
de la expresion de sus dianas, las proteinas inhibidoras de las
guinasas (Kiply Kip2).

Posteriormente, Liu et al’®!, empleando modelos animales de rata,
encontraron disregulados ambos miRNAs al comparar tejido arterial
afectado con AAA y tejido arterial sano.

2.10.6.2 miRNA en AAA de humanos

Paralelamente a los estudios en animales, en los Ultimos afios se han
desarrollado estudios sobre el papel de los mMiRNAs en AAA humanos.
De este modo, en 2012, Pahl et al*®?, publicaron el primer trabajo sobre
expresion diferencial de miRNAs en aneurisma adrtico abdominal en
humanos. En él, comparaban el patrén de expresion de miRNAs en

tejido de aorta abdominal afectado por aneurisma.
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De este modo, hallaron sobrexpresién de miR-21 en pacientes con
AAA, frente a controles, cuando las muestras eran analizadas
mediante arrays de expresion. Sin embargo, no fueron capaces de
validar estos resultados mediante PCR cuantitativa en tiempo real RT-
gPCR vy, aunque si fueron capaces de detectarlo y cuantificarlo, no

observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio.

Ademas, estos mismos autores validaron, en el mismo estudio, otros
5 miRNAs (miR-30c2*, miR-204, miR-133a, miR-133b y miR331-3p)
con claras diferencias de expresion entre pacientes, y controles sanos.
Asimismo, predijeron un total de 222 mRNA dianas, de los cuales, un

gran porcentaje estan involucrados en apoptosis y activacion celular.

Por su parte, Jones et al’®®, Boon et al>”® y Liao et al?%®, estudiaron la
regulacion de la familia miR-29 en los aneurismas de aorta toracica

(AAT), con resultados discrepantes.

Inicialmente, Jones et al*®® identificaron a MMP-2 como objetivo
potencial de miR-29a y posteriormente se verificd in vitro. Ademas,
observaron una relacion inversa entre los niveles de miR-29b vy la

MMP-2 total en las muestras clinicas de AAT.
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En contraposicién a los anteriores, Boon et al?”® observaron que el
aumento de la expresion de los miembros de la familia miR-29 se
asociaba con una regulacion a la baja de numerosos componentes
extracelulares de la MEC en aortas de ratones de edad avanzada, lo
que sugeria que esta familia contribuye a la pérdida de MEC
sensibilizando asi la aorta para la formacion de aneurismas. Este
aumento de miR-29 también se observo en biopsias de aneurismas
toracicos obtenidas de pacientes con valvulas aodrticas bicuspides o
tricuspides.

Finalmente, el grupo de Liao et al’®®, también observaron una
infraexpresion en los miRNA de la familia miR-29. Previeron que esta
familia de miRNAs se dirige a los genes relacionados con el colageno,
lo que puede sugerir un papel importante en el desarrollo de la
diseccion de aorta toracica. La falta de esta familia de miRNAs
conduce al aumento de depoésito de colageno y contribuye a la

enfermedad.

Recientemente, Maegdefessel et al*®® observaron que, en humanos,
la expresion adrtica de miR-29b en pacientes con AAA era menor que
en donantes sanos, mientras que se detectaba el efecto contrario en
la expresion de los genes codificadores de colageno COLAL, COLA2,
COLA3y ELN, que son dianas validadas de dicho miRNA.
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En dos de los trabajos de Maegdefessel et al?®>-2¢¢ contrastaron en
tejidos humanos sus resultados obtenidos en modelos animales y se
observé disregulacion tanto de miR-21 como de miR-29b al comparar
tejido patolégico con tejido sano. Dichos trabajos, corroboran sus
resultados al encontrar sobrexpresado miR-21 en tejido adrtico de
pacientes sometidos a cirugia abierta frente a tejido de donantes

sanos.

Por el contrario, Kin et al?®® observaron en 2012 una disminucién de
mMiRNA-29b en tejido patolégico y en plasma de pacientes con AAA,
comparado con tejido sano y plasma de pacientes sometidos a cirugia
valvular. Observaron la misma tendencia al comparar el plasma del
grupo control patoldgico, constituido por pacientes con enfermedad
coronaria. También validaron, en ese mismo estudio, la disregulacion
de miR-155 en humanos y observaron un claro aumento de expresion

de este miRNA en pacientes con AAA comparado con controles sanos.

Por otro lado, al comparar tejido de pacientes con AAA Yy tejido de aorta
ascendente de pacientes sin patologia arterial sometidos a reemplazo
valvular, encontraron que el tejido patoldgico presentaba mayor
expresion de algunos miRNAs especificos de células endoteliales, asi
como relacionados con fibrosis o inflamacion (let-7f y miR-20a, -21, -
27, -223, -924a, -126, 124a y los ya mencionados miR-221, -222, -155,
-146ay -29b).
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También observaron disregulacion de miRNAs relacionados con
procesos inflamatorios y encontraron correlacién entre estos miRNAs
y la concentracion de algunas moléculas inflamatorias como la
proteina quimoatrayente de los M1 (MCP-1), TNF-a o TGF-f.
Finalmente, validaron la regulacién de la pareja de miR-221/222
encontrandolos significativamente mas expresados en tejido

patolégico que en tejido sano.

Por otra parte, la regulacion de miR-143/145 podria estar mediada por
su interaccion con algunos factores de transcripcion de proteinas
como el KLF4, KLF5 (factor Kruppel-like) o ELK-1 (Ets (E twenty-six)-
like protein). En uno de los primeros trabajos en los que se
determinaban estos miRNAs en humanos, Elia et al?’’, observaron una
disminucion de miRNA 143/145 en pacientes con aneurisma de aorta
toracica. Sin embargo, Kin et al?®, no fueron capaces de reproducir

estos resultados en el caso de aneurisma de aorta abdominal.

La posible relacion entre el miR-155 y el desarrollo de AAA ha
suscitado interés debido a su efecto en el sistema renina/angiotensina
y, por tanto, su relacion con los procesos inflamatorios. Por un lado,
una de las dianas de miR-155 es el receptor de angiotensina AT1R,
de modo que la migracion de células endoteliales mediada por

angiotensina Il se ve afectada por la disregulacion de dicho miRNA.
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Por otro lado, la sobrexpresién de miR-155 disminuye la expresion de
Ets-1 (homologo 1 del oncogén v-ets de eritroblastosis del virus E-26)
gque tiene como consecuencia la regulacion de algunas moléculas
inflamatorias como VCAM-1, MCP-1 o FLT-1 (Fms Related Receptor
Tyrosine Kinase 1), afectando también a la adhesion de linfocitos a
células endoteliales?®*. Otras dianas de este miRNA-155 son el
antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA4) y SMAD2, también

relacionadas con respuesta inmune.

Aunque en un principio estos estudios sugieren un papel
antiinflamatorio de miR-155, estudios posteriores muestran
discrepancias en lo que se refiere a la funcion de dicho miRNA. Asi
pues, mientras Nazari-Jahantigh et al’®® describieron dicho miRNA
como inductor de la aterosclerosis a través de la represion de Bcl6
(proteina 6 del linfoma de células B) en macréfagos, en ese mismo
afio, Donners et al?® sugirieron que la deficiencia hematopoyética de
mMiR-155 en ratones aumenta el tamafio y la inestabilidad de la placa

de ateroma.
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Por su parte, Biros et al?®’, identificaron miRNAs diferencialmente
expresados al comparar la zona de maximo diametro del AAA con el
cuello, no dilatado. De este modo, el emparejamiento caso control no
se veia afectado por factores de riesgo o medicacién, que podrian
alterar la expresion de miRNAs. En este trabajo, analizaron 126
MiRNASs de los cuales 7 se veian alterados por la presencia de la lesidn
(miR-155, -28, -30a-3p, -150, -302b*, -93, -99a). Entre ellos, el miRNA
con mayor diferencia de expresion en tejidos, resultdé ser miRNA-155,
gue como ya se ha comentado, esta relacionado con la respuesta
inmune y cuyas dianas, CTLA4 y SMAD2, aparecieron disreguladas
entre tejido afectado y tejido sano.

En 2014, Cheuk et al®®, publicaron un estudio en el que separaban
Unicamente las células vasculares del musculo liso de la capa media
de pacientes con AAA y de donantes sanos y estudiaban los miRNAs
regulados en cultivos de dichas células. De este modo, detectaron dos
MiRNAs con mayor disregulaciéon, miR-516a y miR-1260, el primero
sobrexpresado y el segundo infraexpresado en explantes de AAA. Los
niveles de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFA) e IL3
(que resultaron dianas predichas de miR-516a) secretados al medio
de cultivo fueron mayores en el caso de explantes de AAA que en el
caso de explantes de aorta normales. Por su parte, los niveles de
COL1A (potencial diana de miR-1260) se vieron aumentados en el

cultivo de tejido de explantes de AAA.
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2.10.6.2.1 miRNAs circulantes como biomarcadores de
crecimiento de AAA

La identificacion de biomarcadores implicados en la patogénesis del
AAA haria posible su uso para la inhibiciobn farmacoldgica del
crecimiento del AAA. Estos biomarcadores permitirian estratificar el
riesgo y evaluar el grado de enfermedad y en consecuencia aplicar un
tratamiento adecuado al nivel de enfermedad, para evitar tanto el

crecimiento como la rotura del aneurisma.

Estudios recientes han demostrado la utilidad de los miRNA presentes
en plasma o suero como marcadores de diagnéstico y pronostico de
diversas patologias. Tanto la facilidad de obtencion de los fluidos,
como la probada estabilidad de estos miRNAs circulantes?® los han
convertido en objeto de interés, aunque su uso como biomarcadores
también presenta ciertos inconvenientes. Por un lado, la baja
concentracion de este tipo de moléculas en fluidos dificulta su
determinacion y, por otro, debido a que los estudios con miRNAs son
relativamente recientes, todavia no existe un consenso claro sobre la
metodologia, la normalizacién de los resultados y la especificidad de
estos, lo que hace que, aunque su potencial como biomarcadores sea
prometedor todavia haya que tratarlos con rigor y cautela y aun se

requieran mas estudios que los consoliden como tales.
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En lo que se refiere a patologias cardiovasculares, la mayoria de los
estudios son ensayos piloto realizados en un namero relativamente
pequefio de muestras. Aun asi, se han relacionado algunos miRNAs
en plasma, suero o sangre total con patologias como infarto agudo de
miocardio, fallo cardiaco, enfermedad arterial coronaria, diabetes
mellitus, infarto cerebral, hipertension esencial o embolismo agudo de

pulmoén,

En el caso del aneurisma de aorta abdominal, existen muy pocos
trabajos publicados al respecto. El primer estudio publicado fue el de
Kin et al?*®®, en el que los autores observaron un patrén de expresion
diferencial de miRNAs circulantes entre pacientes con AAA 'y controles
sanos, que incluian miR -15a/b, -29, -124a, 126, -146 a, -155 y -223.
Curiosamente los miRNAs que se habian observado sobrexpresados
en tejido patolégico, aparecian infraexpresados en plasma de
pacientes, atribuyéndolo a que, tal vez, esos miRNAs eran captados
en la zona de la lesion y, por eso, disminuia su concentracién

circulante.
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2.11 Perspectivas futuras de los miRNA

Una de las ventajas de los miRNAs y su participacion en patologias
vasculares es su papel como potenciales dianas terapéuticas o
biomarcadores de enfermedad. La capacidad de un solo miRNA de
regular multiples dianas de patologias complejas hace que, a
diferencia de otras dianas clasicas, se puedan regular redes

funcionales completas modulando un Unico miRNA.

La regulacién in vivo de la expresion de los miRNA puede aumentarse
con el empleo de un mimic-miR o un pre-miRs o bien inhibirse con
antimiRs (antagomiRs/blockmirs), siendo este Ultimo medio de
regulacion el méas estudiado. Los antimiRs son oligonucle6tidos
antisentido formados por la secuencia reversa, parcial o total, del
mIiRNA que se quiere bloquear. Este tipo de moléculas consisten en
oligonucledtidos antisentido desefiados quimicamente, con metilacién
del oxigeno 2’ y conjugados a una molécula de colesterol para facilitar
la absorcion celular. La disminucién del miRNA diana tiene como
consecuencia un aumento de la expresion de las proteinas que antes
blogueaba dicho miRNA. Para asegurar la introduccion en las células,
la rapida eliminacion y la estabilidad y la especificidad, estos
oligonucledtidos han de someterse a diversas modificaciones

guimicas.

En 2005, Krutzfeldt et al*®* describieron el empleo, por primera vez in
vivo, de los llamados antagomiRs. Desde entonces, la capacidad de
los antagomiRs para disminuir la expresion de los miRNAs y por tanto,
aumentar la de sus dianas, se ha demostrado en multiples modelos

animales?%2.
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Ademas de los antagomiRs, se han disefiado otros antimiRs con otro
tipo de modificaciones quimicas, siendo uno de los mas populares en
los ultimos afios los LNA (acidos nucleicos bloqueados/locked nucleic
acid). Este tipo de antimiRs presentan una modificacion en el anillo de
ribosa, en el que se genera un puente extra que une el oxigeno 2’ y el
carbono 4’ formando un anillo biciclico. Esta estructura confiere mayor
resistencia a nucleasas al mismo tiempo que aumenta la afinidad por

con el miRNA diana.

Algunas de las caracteristicas de los antimiRs, como son su pequefio
tamafio o la conservacion de sus dianas entre especies hacen de ellos
una herramienta terapéutica de alto interés. Hasta la fecha, no hay
publicadas posibles adversidades inmunogénicas o toxicol6gicas en
humanos, sin embargo, el principal escollo para su uso como farmacos
es la necesidad de aplicacion de dosis repetidas para observar efectos

terapéuticos a largo plazo®:.

Por su parte, el potencial uso de miRNAs miméticos (mimic-miRs) o
pre-miRs, resulta mas problematico que el de los antimiRs, ya que
suelen requerir el empleo de vectores viricos con las consecuentes
dificultades y riesgos que implican, al igual que en la mayoria de
terapias génicas'®3. Por ello, en los Ultimos afios, algunos estudios han
ido encaminados a mejorar el tipo de administracion de estos

oligonucledtidos, empaquetandolos en nanoparticulas lipidica?®*.
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Varios estudios han investigado los efectos terapéuticos de la
modulacion de miRNAs en modelos murinos de AAA. Kim et al?®’
usaron una infusion continua de Ang Il en ratones con deficiencia de
apolipoproteina E (ApoE™) para inducir AAA (modelo ApoE™ //Ang II).
Identificaron miR-712 especifico murino y su homdélogo humano miR-
205 expresado diferencialmente en muestras de AAA. Los niveles
elevados de estos miRNA se asociaron con niveles disminuidos de
TIMP3 y de proteina rica en cisteina inductora de reversion con
motivos kazal (RECK). También se observé una mayor actividad de
MMP en AAA. Por el contrario, cuando se silencié miR-712 y miR-205
a ratones ApoE™ //Ang Il, se observé una reduccion significativa de la
incidencia y mortalidad de AAA, posiblemente debido a la reduccion
de la MMP.

Por otro lado, la disregulacion de miR-21 en tejido adrtico es de las
mas estudiadas. Su potencial terapéutico fue analizado por
Maegdefessel et al’*®® en dos modelos murinos de AAA (proteina
porcina elastasa (PPE) y modelos ApoE™ // Ang II). Observaron que la
sobrexpresion de miR-21 en AAA se ve aumentada por la exposicion
a nicotina. También se observé que la administracion de nicotina
aceler6 la expansiébn de AAA en ratones. Por el contrario, la
infraexpresion de miR-21 utilizando un LNA antimiR-21 condujo a un
aumento en el tamafio de AAA y al riesgo de rotura, mientras que la
sobrexpresion usando pre-miR-21 Lentiviral condujo a una
estabilizacién a corto plazo del AAA en modelos murinos. De este
modo concluyeron que la sobrexpresion de miR-21 es un factor

estabilizador en los AAAZ%5,
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Ademas, Boon et al?”® utilizé6 dos modelos murinos de AAA (Ang Il 'y
resistencia a la fibulina-4) y silencié miR-29 y sus secuencias maduras
a través de LNA-29. Su hipoétesis era que la regulacion negativa de las
proteinas de la MEC por miR-29 puede promover la formacion de AAA.
De este modo, silenciar miR-29 inhibiria el proceso degenerativo?®,
Por otro lado, Maegdefessel et al’*®® también observaron que el
aumento de la expresion de miR-29b mediante el uso de un pre-miR-
29b Lentiviral aumento la expansion y la tasa de rotura de AAA.

Ambos estudios, tanto el de Maegdefessel como el de Boon,
demostraron que la regulacion negativa de miR-29 o miR-29b redujo
la progresion de AAA.

Finalmente, Maegdefessel et al?*® también demostraron en otro
estudio que la modulacion de la expresion de miR-24 puede afectar al
desarrollo de AAA murino, la expansion y la ruptura en el modelo
proteina porcina elastasa (PPE) a través de sus efectos en la
quitinasa-3-like protein 1 (CHI3L1). Utilizaron pre-miR-24 lentiviral,
antimiR-24 y miR control para identificar el efecto de modulacién. La
sobrexpresion de miR-24 a través de la modulacion con pre-miR-24
resulté en una marcada reduccion en el crecimiento del AAA, mientras
gue la inhibicién con antimiR-24 resulté en una expansién aumentada

de AAA y una mayor tasa de rotura.

A pesar de lo prometedor de los resultados de la terapéutica basada
en MiRNA en estudios de AAA en modelos murinos, aun no se han

investigado en estudios en AAA en humanos.
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Parece improbable que la expresion de un miRNA sea especifica para
un solo proceso de enfermedad, por lo que la modulaciéon de miRNA
individuales puede tener impactos multiples que ain no han se han

identificado en estudios murinos?.

De hecho, todavia no se ha demostrado que un tratamiento especifico
de modulacion de miRNA humano sea efectivo en un ensayo clinico,
aunque los estudios para la modulacién de miRNA en hepatitis C
(VHC), enfermedad metabdlica, enfermedades inflamatorias
autoinmunes, tumores malignos y arterosclerosis son previsibles a

corto plazo, siendo el Miravirsen el ejemplo méas destacado?®”.

El Miravirsen (Roche, Basilea, Suiza / Santaris, Hgarsholm,
Dinamarca) y el RG-101 (antimiR inhibidor del microRNA-122;
Regulus Therapeutics, Carlsbad, California, EEUU), disefiados para
tratar VHC, se consideran los productos estrella de esta clase de

medicamentos futuros.

Algunos productos, en particular para el diagnostico del cancer de
tiroides (Interpace Diagnostic, Nueva Jersey, EEUU) ya estan
disponibles. Sin embargo, el mercado terapéutico, impulsado
principalmente por imitadores de miRNA y productos antagomiR, esta

menos avanzado.

Todos los medicamentos basados en miRNA se encuentran
actualmente en ensayos clinicos y ninguno ha alcanzado el avance
farmacéutico. Sin embargo, la adquisicion de compafiias basadas en
miRNA por las grandes farmacéuticas hace prever el despunte de
multiples iniciativas en los préximos afios?®, que seran determinantes

para el potencial desarrollo de estas terapias.
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De este modo, se ha informado de un nimero cada vez mayor de

patentes en fase de solicitud o ya aprobadas, en relacién a la

terapéutica basada en miRNA2%,
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3 HIPOTESIS

Los miRNAs juegan un papel importante en el desarrollo de diversas
patologias vasculares como el AAA. Los niveles de los miRNAs
podrian verse alterados en presencia de AAA y se podrian disregular
tanto a nivel tisular como plasmatico en pacientes con AAA. Los
MiRNAs alterados localmente podrian estar regulando dianas

moleculares implicadas en los mecanismos de formacién del AAA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo primario:

e |dentificar nuevas moléculas involucradas en el desarrollo

de AAA en humanos.

4.2 Objetivos secundarios:

¢ Identificar miRNAs circulantes disregulados en pacientes
con AAA para explorarlos como potenciales

biomarcadores plasmaticos.

e Evaluar la alteracion de los miRNAs alterados en tejido

aneurismético de muestras quirargicas.

e Realizar un estudio integral de las posibles dianas
reguladas por los miRNAs alteradas en tejido para
identificar nuevos marcadores relacionados con AAA.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefioy ambito

Se trata de un estudio prospectivo de casos y controles en el que
analizamos los miRNAs disregulados en el desarrollo de aneurismas
de aorta abdominal (AAA) en humanos. La muestra poblacional se
obtuvo de los pacientes seguidos y tratados de AAA en un servicio de

Angiologia y Cirugia Vascular de un Hospital Universitario terciario.

La recogida de datos se realiz6 entre 2015 y 2018. El estudio consta

de las siguientes etapas:

En una primera etapa, se realiz6 un cribado, dénde analizamos los
niveles de expresion de un gran numero de miRNAs (179) en una
seleccién representativa de muestras de plasma, a partir de la cual
seleccionamos los miRNAs candidatos que podrian estar disregulados

en pacientes con AAA.

En la segunda fase, cuantificamos los miRNAs seleccionados en el
total de las muestras de plasma para evaluar su posible utilidad como
biomarcadores. Los miRNAs seleccionados se cuantificaron también

en muestras de tejido para evaluar su posible disregulacion local.

Finamente, se realizé un estudio in silico de las posibles dianas
reguladas por los miRNAs alterados en tejido y se valido la alteracion
de las proteinas codificadas por los genes seleccionados a nivel

tisular.
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El tamafio muestral se ha obtenido en base a los estudios de la misma
naturaleza previamente publicados?®® y esta limitado por el niUmero de
cirugias programadas de este hospital para la extraccion de muestras

de plasmay tejido.

En la Figura 5 y 6 podemos observar un resumen de las fases del

desarrollo de nuestro estudio.
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Poblacion cribado:

7 AAA
7CTL

Extraccion Retrotranscripcion
Plasma | RNA total — cDNA
Kit miRNeasy ® Universal cDNA
(Qiagen) synthesis kit®
(Exiqon)

RT-qPCR .
miRNA

Serum/Plasma Focus

miRNA PCR®

(Exigon)

Pablacidn total:
30 AAA

16 CTL
11 EC

Material y métodos

Seleccion de enddgeno

MNormalizacion

Cuantifiacion relativa

Seleccion miRNA
disregulados

RT-gPCR

Primers especificos
(Exigon)

1 miRNA

Figura 5. Esquema del estudio en plasma. Inicialmente, realizamos una etapa de cribado con un nimero reducido de pacientes
mediante paneles en los que medimos 179 miRs, normalizamos frente a un enddgeno estable y seleccionamos los miRNAs
disregulados. Los miRs seleccionados se cuantificaron en la totalidad de la muestra mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
AAA: aneurisma de aorta abdominal; CTL: control; EC: endarterectomia carotidea; miRNA: microRNA; cDNA: del inglés,
complementary deoxyribonucleic acid; RNA: ribonucleic acid; RT-gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

de transcripcién inversa cuantitativa.
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* Seleccidn de enddgeno
* Normalizacion

Seleccion miRNA
disregulados

Retrotranscripcidn RT-gPCR «  Cuantificacién relativa
> RNAtotal |— — > <cDNA |— > miRNAs
Universal cDNA Primers especificos
Extraccion synthesis kit® (Exiqon)
(Exiqon) Analisis
Teijdo bioinformético
Dianas
. o potenciales
miRVANA Paris Kit® “in silico”
(Life Technologies)
: Western Blot Validacion
Fraccion proteica dianas

i-blot transfer (Life Technologies)
Anticuerpos especificos

Figura 6. Esquemadel estudio en tejido. Los miRNAs seleccionados se cuantificaron en las muestras de tejido. Con los miRNAs
disregulados, se realiz6 un andlisis bioinformatico para identificar las posibles dianas in silico, se escogieron las mas
relevantes y se validaron en la misma fraccion de muestra. miRNA: microRNA; cDNA: del inglés, complementary
deoxyribonucleic acid; RNA: ribonucleic acid; RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real de transcripcion

inversa cuantitativa.

116

Tesis Doctoral Laura Galvez Nuafez




Material y métodos

5.2 Poblacién (seleccion de pacientes):

Criterios de inclusion de pacientes con AAA:

Pacientes mayores de edad con AAA sometidos a
intervencion quirdrgica. El didmetro adrtico maximo del
AAA se determind a partir del angioTC preoperatorio
solicitado para planificar la cirugia. Los pacientes
operados presentaban un tamafio mayor de 5 cm. Las
mediciones y la planificacion de los casos se realizaron
mediante reconstrucciones multiplanares en la estacion de

trabajo de Siemens (Syngo.via).
o Plasma: cirugia abierta y REVA.

o Tejido: cirugia abierta.

Criterios de inclusién de controles y pacientes con estenosis

carotidea (EC/CE, carotid endarterectomy):

Hombres mayores de 55 afios.

Ausencia de AAA. Se descart6 la presencia de aneurisma
mediante pruebas de imagen complementarias previas
realizadas por otro motivo, ya fuera TC 0 resonancia
magnética (RM), o mediante eco-doppler abdominal en los
individuos que no disponian de dichas pruebas que

descartasen esta patologia.
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Criterios de exclusion:

o Pacientes intervenidos de manera urgente por rotura

aortica.

e Presencia de enfermedades graves sistémicas (como
cancer, virus inmunodeficiencia humana (VIH) o VHC),
enfermedades inflamatorias o degenerativas, infeccion

activa.

e Aneurismas sindrémicos o incluidos dentro de alguna
conectivopatia como la enfermedad de Marfan, Elhers-
Danlos, etc.

Los factores de riesgo cardiovascular diabetes mellitus (DM),
dislipemia (DL) e hipertension (HTA) fueron diagnosticados
previamente por los médicos de atencién primaria seguin las guias
correspondientes (Sociedad Europea de Cardiologia®®, Sociedad
Europea de Hipertension®®!, Asociacién Americana de Diabetes®%?). Se
detectaron mediante revision de los registros médicos, en el momento
del muestreo, y se consideraron positivos aun cuando estuvieron
controlados con medicacion. El tabaquismo se considerd presente si
los sujetos eran fumadores o exfumadores desde hacia menos de 5

anos.
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5.2.1 Estudio en plasma:
Para el estudio de plasma se reclutaron 57 individuos varones:

e 30 pacientes intervenidos por AAA mediante cirugia
abierta (N=10) o REVA (N=20) (grupo pacientes, p-AAA).

e 16 voluntarios sanos (grupo control, p-CTL).

e 11 pacientes con arterioesclerosis severa, con estenosis
de caroétida significativa sometidos a endarterectomia
(grupo p-EC/CE, carotid endarterectomy).

5.2.2 Estudio en tejido:

Se obtuvieron 29 muestras de tejido procedente de pared de aorta

abdominal:

e 21 muestras de pacientes con AAA intervenidos mediante
cirugia abierta (t-AAA).

e 8 muestras de donantes de 6rganos sin evidencia de

aneurisma (t-CTL).

El presente estudio se realiz6 de acuerdo con la declaracion de
Helsinki y fue aprobado por el comité ético de Investigacion Biomédica
del Hospital la Fe (referencia 2013/0068, aprobada el 9 de abril de
2013 y revisada el 7 julio de 2015).
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Todos los participantes aceptaron colaborar en el estudio mediante la
firma del correspondiente consentimiento informado. En los casos
oportunos, los pacientes firmaron, ademas, el consentimiento de

donacion voluntaria de muestras establecido por el Biobanco de la Fe.
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5.3 Procesado de muestras

5.3.1 Procesado de muestras en plasma

De cada paciente incluido se extrajo una muestra de sangre venosa
periférica de 3 ml, recogida en un tubo con 5,4 mg de K;EDTA (sal
dipotasica de acido etilendiaminotetraacético) como anticoagulante.
Las muestras se procesaron durante las dos primeras horas desde la
extraccion. Tras su centrifugacion durante 30 minutos a 4°C y 1811 g,
el plasma obtenido se distribuyd en alicuotas de 250 pl que se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacién.

5.3.2 Procesado de muestras en tejido

De cada paciente intervenido de AAA mediante cirugia abierta, se
recogié una muestra de pared adrtica aneurismatica que se extrajo
previo al cierre del saco tras la reparacibn mediante injerto aorto-

aortico, iliaco o femoral correspondiente.

De cada individuo control (pacientes donantes de 6rganos), se extrajo
una muestra circunferencial suficiente de aorta infrarrenal (al menos
2x2 cm).

En ambos casos, las muestras tejido se lavaron con suero fisiolégico
y se congelaron inmediatamente mediante inclusién en nitr6geno

liquido.
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Se almacenaron y gestionaron hasta por el Biobanco La Fe
(PT17/0015/0043) con la aprobaciéon de sendos Comités de Etica y
Cientifico y fueron procesadas siguiendo procedimientos

normalizados.
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5.4 Aislamiento de miRNA

5.4.1 Aislamiento de miRNA en plasma

De cada alicuota de 250 pl de plasma se extrajo el RNA total mediante
el kit especifico miRNeasy mini-kit (Qiagen, Hilden, Alemania), que
permite la extraccibn de RNA de pequefio tamafio, aplicando un
protocolo optimizado. Una de las modificaciones del protocolo implica
la adicion de un RNA carrier durante el aislamiento cuya finalidad es

aumentar el rendimiento de la extraccion.

En esta etapa se afiade una combinacion de RNAs sintéticos (spike in
-2, -4 -5) que servirdn como control interno de eficiencia de extraccion.
El rendimiento y la pureza del RNA obtenido se estimé mediante
espectrofotometria (cociente A280/A260) en un espectrofotometro
nanodrop  Nd-1000 (Thermo Fisher  Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU). EI RNA obtenido se almacené a -80° C hasta

Su uso.

5.4.2 Aislamiento de miRNA en tejido

El RNA total y la fraccion proteica se aislaron simultdneamente de las
muestras de tejido adrtico con el kit miRVANA PARIS® kit (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Posteriormente, se homogeneizé un corte transversal de la muestra
de tejido con el TissueLyser LT® (Qiagen, Hilden, Alemania)
(condiciones de homogeneizacién: 50MHz, 5 minutos) en 625 pl de
tampédn de disrupcion celular con 7 pl de un coctel de inhibidores de
proteasas (Calbiochem, Merk, Darmstadt, Alemania). Se utilizaron 400
ul del lisado del tejido para el aislamiento de RNA 'y el volumen restante

para el aislamiento de proteinas.

El aislamiento del RNA se realiz6 afadiendo 400 pl de solucion
desnaturalizante, proporcionada en el kit, seguido de una separacién
de fases con 800 pul de fenol-cloroformo. Después de los pasos de
lavado indicados en el protocolo, se diluy6 el RNA con 100 ul de agua
destilada estéril libre de DNasa/RNasa precalentada a 95°C. La
fraccion de proteina se sonic6 (3 pulsos de 5 segundos), se distribuy6
en alicuotas de 50 pl, se congel6 instantdneamente en N2 liquido y se

almacend a -80° C hasta su uso.

El RNA extraido se sometié a un tratamiento con DNAsa, (Turbo
DNAsa, Ambion), consistente en una incubacién de 30 minutos a 37°C
con la DNAsa, seguida de 5 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, con el reactivo de inactivacion proporcionado en el kit. El

RNA tratado con DNAsa se almacend a -80° C hasta su uso.

El rendimiento y la pureza del RNA obtenido se estim6é mediante
espectrofotometria (cociente A280/A260) en un espectrofotometro
nanodrop  Nd-1000 (Thermo  Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU).
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5.5 Sintesis de cDNA

A partir del RNA extraido tanto de plasma como de tejido, se obtuvo la
primera cadena de DNA complementario (cDNA) mediante una

reaccién de retrotranscripcion.

En el caso de las muestras de plasma, debido a la adicion del RNA
carrier en la etapa de extraccién, el rendimiento final del RNA incluye
el RNA aislado del plasma junto con el RNA carrier. Como
consecuencia y, de acuerdo con las recomendaciones de los
proveedores, la cantidad inicial de RNA utilizada en la reaccién de
retrotranscripcion se basa en el volumen (ul) en lugar de la cantidad
de RNA (ng) dado que la cuantificacion en ng estd enmascarada por

el carrier.

Asi pues, en el estudio en plasma, se obtuvo cDNA con el kit de
sintesis de cDNA Universal® (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca), de
acuerdo con el protocolo suministrado, a partir de 5 pl y 2 pl de RNA
plasmatico para un volumen final de reaccion de 25 pl en la etapa de
cribado y 10 pl en la etapa de validacion, respectivamente.

Para el estudio en tejido, se obtuvo cDNA a partir de 10 ng de RNA
total (volumen de reaccion final de 10 pl). Se llevaron a cabo dos

reacciones independientes para cada muestra como réplicas.

En la mezcla de reaccion (tanto para plasma como para tejido) se
afade, ademas, un RNA-sintético spike in 6 que nos servirh como

control de eficiencia de la reaccion.
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Las condiciones de reaccion de retrotranscripcién para la obtencién de
la primera cadena de cDNA tanto en el caso de plasma como de tejido
consisten en un ciclo de 60 minutos 42°C, seguido de 5 minutos a
95°C. El cDNA obtenido conservo a -20°C hasta un maximo de 5
semanas. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
TC412 (Techne, Keison Products, Chelmsford, Reino Unido).
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5.6 Cuantificacion de miRNA

5.6.1 Cribado en plasma

La metodologia empleada para la cuantificacién de un gran nimero de
MiRNASs en muestras biol6gicas supone un coste econdémico elevado.
Por tanto, es habitual realizar una primera etapa de cribado en una
pequefia muestra de la poblacion de estudio y posteriormente
seleccionar un nimero limitado de miRNAs para cuantificar en el total

de las muestras, disminuyendo asi el coste experimental.

Por ello, en este caso, la etapa de cribado se realizé en 14 muestras
de plasma, 7 muestras de p-AAA y 7 muestras de p-CTL. Se
cuantificaron los miRNAs mas abundantes en plasma mediante el
empleo de paneles prediseiiados con el Serum/plasma Focus
microRNA PCR Panel V4 de 384 pocillos (Exigon-Qiagen, Hilden,
Alemania) mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) y con
EXILENT SYBR Green® master mix (Exigon-Qiagen, Hilden,
Alemania) como fluor6foro, de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Los paneles contienen 179 sondas para deteccion de
MiRNAs estables y abundantes en plasma/suero, candidatos a
emplearse como miRNAs de referencia, y 5 controles internos (spike

in) que permiten comprobar la calidad de las distintas etapas.

Las reacciones de RT-gPCR vy las lecturas de fluorescencia se
realizaron en un termociclador Lightcycler 480 (Roche, Basilea, Suiza

/ Santaris, Hgrsholm, Dinamarca) en las siguientes condiciones:
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e Desnaturalizacién de la polimerasa - 10 minutos a 95°C

(x1 ciclo).

o Amplificacion - 10 segundos a 95°C + 1 minuto a 60°C
(x45 ciclos).

Los resultados de expresion (CTs) se normalizaron frente a un miRNA
enddgeno y estable (miR-191-5p) que se utilizé para calcular el 2-22¢T
de cada miRNA individual.

5.6.2 Confirmacion de miRNAs disregulados en plasma

A partir de la etapa de cribado (screening), se seleccionaron 10

miRNAs para confirmar su disregulacion en la muestra completa:

miR-27b-3p [MIMAT0000419] miR-144-3p [MIMAT0000436]
miR-152-3p [MIMAT0000438] miR-146a-5p [MIMAT0000449]
miR-7-1-3p [MIMAT0004553] miR-1260a [MIMAT0005911]
miR-375 [MIMAT0000728] miR-221-3p [MIMAT0000278]

miR-103a-3p [MIMAT0000101]  miR-99a-5p [MIMAT0000097]

Ademas, se incluyé el miR-195-5p [MIMAT0000461] debido a su
relevancia en el AAA descrita en la literatura?8303-304, miR-191-5p
[MIMATO0000440] se utiliz6 como normalizador.
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Los miRNA seleccionados se cuantificaron mediante RT-gPCR en el
total de las muestras (N=57, p-AAA y p-CTL) utilizando cebadores
especificos, LNA®primers set (Exigon, Qiagen, Hilden, Alemania) y el
fluoréforo SybrGreen (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU).

Se aplicaron las mismas condiciones de RT-gPCR que en la etapa de

cribado (ver esquema general, Figura 5)

5.6.3 Cuantificacion de miRNAs en muestras de tejido

Los 11 miRNAs cuantificados en plasma, junto con 6 mMiRNA

adicionales

miR-1 [MIMAT0000416] miR-21-5p [MIMAT0000076]
miR-133a [MIMAT0000427] miR-29b-3p [MIMAT0000100]
miR-133b [MIMAT0000770] miR-155-5p [MIMAT0000646]

seleccionados segun su relevancia en la bibliografia2°3265282305 = ge
cuantificaron en las muestras de tejido (t-AAA y t-CTL, donantes de
organos), utilizando la misma tecnologia. Los valores de expresion de
estos mMiIRNAs en tejido se normalizaron frente al miR423-5p
[MIMATO0004748], que resulté el mas estable en este tipo de muestras.
La cuantificacién de los miRNAs se realiza de manera relativa y previa
normalizacion, dado que no hay estdndares predefinidos de los niveles
de miRNAs en sangre, como puede ocurrir con otro tipo de moléculas

como son las proteinas.
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Se aplicaron las mismas condiciones de RT-gPCR que en el estudio
en plasma y las lecturas de fluorescencia se llevaron a cabo en un
termociclador Lightcycler 480 (Roche, Basilea, Suiza / Santaris,

Hgrsholm, Dinamarca).

5.6.3.1 Estudio in silico de dianas potenciales

Las dianas potenciales de los miRNAs disregulados en muestras de
tejidos se analizaron mediante un andlisis de enriquecimiento de
genes (GSEA: Gene Set Enrichment Analysis), un método
computacional que permite evaluar si un subconjunto de genes
muestra una representacion significativa relacionada con una
caracteristica definida, es decir, que permite estudiar de manera
conjunta las posibles dianas de los miRNAs disregulados, teniendo en
cuenta las rutas o procesos comunes en las que puedan estar

participando.

Para ello, realizamos un analisis bioinformatico siguiendo las
condiciones descritas previamente3%, junto con la colaboracién de
expertos en bioinforméatica del servicio de gendmica del instituto de
Investigacién Sanitaria del Hospital la Fe. Los genes diana se
obtuvieron mediante un andlisis computacional que racaba la
informacion recopilada en las siguientes bases de datos: TargetScan
(version 7.1)%7, miRDB (version 5.0)3%® e informacion validad de

miRTarBase (version 7.0)3%.
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Material y métodos

Esta busqueda arroja dos tipos de resultados: dianas validadas,
cuando existen estudios previos que ya han validado
experimentalmente esta regulacion; y dianas predichas, que se
estiman tedricamente en funcibn de la complementarias de la

secuencia de union mMiIRNA-mRNA.

Con esta aproximacion bioinformatica, se identificaron también, los
principales Procesos bioldgicos (BP), Funciones moleculares (MF) y
Componentes celulares (CC) afectados por los miRNAs disregulados,
segun la clasificacion del proyecto Gene Ontology (GO)3°. Segun las
definiciones de GO, los términos MF describen actividades que
ocurren a nivel molecular (molecular functions); CC se refiere a las
ubicaciones de las estructuras celulares en las que una molécula
realiza una funcion, ya sea en compartimentos celulares o en
complejos macromoleculares estables de los que forman parte; y BP
define procesos mas amplios compuestos por multiples actividades

moleculares.

Se realizé una busqueda bibliografica de los transcritos identificados
como posibles dianas de los miRNAs disregulados, para identificar
aguellos relacionados con procesos 0 patologias vasculares (ver

esquema general, Figura 6.
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5.7 Cuantificacion de proteinas mediante western blot

A partir del estudio in silico, segun la clasificacion de GO y la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG)3! se
seleccionaron 5 dianas potenciales segln su relevancia y su relacién
con AAA y otros trastornos vasculares, y se cuantifico la expresion
proteica en tejido mediante Western Blot, consistente en una
separacion proteica por SDS-page, seguida de una transferencia a
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) y de una

inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

Para cuantificar la concentracién total de proteina a analizar por
Western blot, se emple6 el método BCA (&cido bicinconinico)
utilizando el kit Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU) segun las indicaciones del
fabricante.

5.7.1 SDS-Page

Se desnaturalizaron 20 ug de proteina a 99°C durante 10 minutos con
Novex Bolt™ LDS sample buffer y Novex Bolt™ simple reducing Agent
(Life Technologies, Carlsbad, California, EEUU) en un volumen final
de 25 pl.

Se cargaron los 25 pl de muestra y 10 yl de marcador de peso
molecular (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard) en un gel de
acrilamida en gradiente Bis-Tris 4-12% (SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Standard; Life Technologies, Carlsbad, California, EEUU).
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Material y métodos

Se aplic6 un voltaje inicial de 80V, hasta que las proteinas alcanzan el

gel, seguido de 120 V durante 1h.

5.7.2 Trasferencia de proteinas

La transferencia de proteinas se realiz6 empleando el kit iBlot Gel
Transfer Stacks de PVDF (Life Technologies, Carlsbad, California,
EEUU). Para ello, se colocé el gel entre el anodo y el catodo. Se
introdujo el kit en el transferidor iBlot™ 2 Gel Transfer Device (Life
Technologies, Carlsbad, California, EEUU) y se aplicé un voltaje de
10V durante 25 minutos.

Se tifio el gel con Azul Coomassie (ver Anexo 12.1), para visualizar las
proteinas no transferidas (10 minutos en agitacion seguidos de 20
minutos con solucion de destincién) y se tifidé la membrana con rojo
Ponceau (5 minutos con agitacién seguida de 2 minutos con el tampén
tris-buffered saline, TBST), para comprobar la transferencia. La

membrana se lavé 30 minutos adicionales con TBST.

5.7.3 Inmunodeteccion de proteinas
La fase de inmunodeteccidn consté de las siguientes etapas:

1. Bloqueo, 1 hora a temperatura ambiente en solucion de

bloqueo (5% leche desnatada en polvo en TBST) en agitacion.

2. Lavado de la membrana 2 veces con TBST, en agitacion, para

eliminar el exceso de agente blogueante.
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3. Incubacion con el anticuerpo primario (incubacién nocturna a
4°C, con agitacién) a la concentracion 6ptima en tampdén de
blogueo y azida sodica al 0,05%. Los anticuerpos utilizados

fueron:

o Anticuerpos policlonales de conejo (Proteintech,
Rosemont, IL, EEUU):

o Integrina a5 ITGAV (ref: 27096-1-AP) en dilucion
1:1000,

o subunidad de laminina 33 LAMB3 (ref: 2678-1-AP)
en dilucion 1:1000,

o proteina de dominio LIM y SH3 1, LASP1
(ref:10515-1-AP) en dilucion 1:4000.

e Anticuerpos policlonales de conejo (GeneTex, ciudad de

Hsinchu, Taiwan):

o colageno Xl a1, COL11A1 (ref: GTX55142), en
dilucion 1:500.

o y THBS2 Rabbit (THBS2) (ref: GTX64459), en
dilucién 1:1000.

e Anticuerpos monoclonales de raton a-tubulina (DM1A);

(Cell Signalling, Leidn, Netherlands) como referencia

4. Lavado con TBST (2 lavados durante 10 minutos a RT en

agitacion).
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5. Incubacion con anticuerpo secundario (dilucion 1:3000 en la
soluciéon de blogqueo (1 hora, TA, agitacion). Los anticuerpos

secundarios empleados fueron:

e IgG de oveja anti-ratbn marcado con ECL™, fragmento F
(ab’) 2 ligado a HRP de oveja; (GE Healthcare, Amersham,
Reino Unido).

e Conjugado IgG (H + L) -HRP anti-conejo de cabra (Bio
Rad, Hercules, California, EEUU).

6. Lavado con TBST (3 lavados, durante 10 min a RT en

agitacion).

7. Revelado 1 minuto con sistema Amersham ECL ™ Western
Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, Chicago, lllinois,
EEUU).
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5.8 Analisis estadistico de los datos

Los resultados de la expresion de los miRNAs obtenidas en las RT-
gPCR (CT, cicle threshold) se expresaron como media + desviacion
estandar de las réplicas. Los valores medios de CTs de cada miRNA
se normalizaron frente a los valores de CTs del miRNA endbégeno mas
estable seleccionado mediante el software RefFinder®!? seglin su
estabilidad para cada estudio independientemente (plasma o tejido).
Este software comprende los resultados de 4 algoritmos cominmente
empleados: Delta CT, BestKeeper, Normfinder y Genorm. Los valores
relativos de expresioén (pacientes frente a controles) se calcularon

como 28ACT,

En la etapa de cribado en plasma, los miRNAs candidatos se
identificaron utilizando un algoritmo de clasificacion de Random
Forest3®® y se seleccionaron en relaciéon con su nivel de expresion, sus
veces de cambio (pacientes frente a controles) y su relevancia en

procesos cardiovasculares.

Las variables continuas se expresaron como media + desviacion
estandar y se compararon entre los distintos grupos mediante test T
de Student. Las variables categoricas se expresaron como frecuencias

absolutas y relativas y se compararon con la prueba de Fisher.
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Los resultados de expresion de miRNAs en plasma se ajustaron a un
modelo de regresion lineal multivariable segun los factores de riesgo
cardiovascular; edad, HTA, DL, DM y tabaquismo. Los resultados de
expresion de miRNAs en tejido se ajustaron a un modelo de regresion
lineal. Los analisis de correlacion entre variables continuas se

realizaron mediante el test de correlacion de Pearson.

Los analisis se realizaron con el software Graphpad prism v8 (San
Diego, California, EEUU)y con el software estadistico R (version 3.5.0,
Vienna, Austria) considerando un valor de p <0.05 como
estadisticamente significativo. Se utilizd6 el software Cytoscape™
version 3.6.0, un software gratuito para modelos integrados de redes
de interaccion biomolecular, para generar una red que muestra las

conexiones MiRNA-mRNAS34,
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6 RESULTADOS

6.1 Cuantificacion de miRNA en plasma

6.1.1 Etapa de cribado

Las caracteristicas de los individuos incluidos en la etapa de cribado

en plasma (N=14, 7 p-AAA y 7 p-CTL) se muestran en la Tabla 6.

Los factores de riesgo de los pacientes ya estaban diagnosticados y
tratados inicialmente por su médico de atencion primaria, segun las
guias nacionales e internacionales de referencia correspondientes a
cada patologia descrita
(http://www.who.int/publications/list/PocketGLspanish.pdf?ua=1,

www.semfyc.es).

Todos los sujetos eran hombres, por lo que el sexo no se tuvo en
cuenta como variable. No se observaron diferencias significativas
entre HTA, DL, DM y tabaquismo entre ambos grupos. El grupo de
controles resulto significativamente mas joven que el de pacientes con
AAA.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los sujetos de estudio incluidos en la etapa
de cribado. Las diferencias de las variables entre los grupos se analizaron
mediante t-test y tablas de contingencias x2. AAA: Aneurisma de aorta
abdominal. p-CTL: plasma de controles; p-AAA: plasma de aneurisma de aorta
abdominal.

VARIABLE ang')' (%) p('nA:A7)A (%) p
Edad 62+3 72+7 <0,05
Hipertension 5 71 7 100 0,213

Diabetes 2 29 2 29 1
Dislipemia 5 71 6 86 0,515
Tabaquismo 4 57 2 29 0,280
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En la etapa de cribado se cuantificaron 179 miRNAs presentes en
plasma mediante paneles predisefiados. Los candidatos a miRNAs de
referencia por su elevada estabilidad en plasma, segun las
recomendaciones indicadas en dichos paneles fueron: miR-423-5p,
MiR-425-5p, miR-93-5p, miR-103a-3p y miR-191-5p. Tras el analisis
por los algoritmos comprendidos en la herramienta de analisis
RefFinder35-316, se selecciond miR-191-5p como el miRNA end6geno
mas estable y, por tanto, de referencia para nuestro estudio en plasma.

De los miRNAs cuantificados, descartamos 39 miRNAs con una CT
mayor que 36, ya que se consideraron fuera del umbral de deteccion.
Para los miRNAs restantes, se calculé 2"2°T con respecto a miR-191-
5p y se compararon sus niveles de expresion entre pacientes y
controles. Aplicando el algoritmo de clasificacion de Random Forest a
los valores de 222°T de 139 miRNAs y los factores de riesgo, se obtuvo
una lista con las variables ordenadas por su relevancia en la
diferenciacion de ambos grupos, las primeras 30 se muestran en la

Figura 7.

En esta clasificacion, segun el coeficiente de Gini (nUmero entre Oy 1,
en donde 0 se corresponde con la perfecta igualdad y el valor 1 se
corresponde con la perfecta desigualdad) la edad resulta la variable
més destacada confirmando que los otros factores de riesgo
estudiados (HTA, diabetes, dislipemia y tabaquismo) no afectan

significativamente a los resultados.
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Random Forest
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Figura 7. Resultados del Random Forest. Se realiz6 con 144 variables
incluyendo 139 miRNA, la edad, HTA, DM, DL y el habito tabaquico. Variables
ordenadas por relevancia decreciente segun el indice de Gini.

En la Tabla 7 se muestran los valores de las veces de cambid de los
mMiRNAs incluidos entre las 30 variables mas relevantes
proporcionadas por el analisis mediante Random Forest. Los valores
oscilan entre -2,27 (infraexpresiobn en pacientes) y 3,24 veces

(sobrexpresion en pacientes).
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Tabla 7. Veces de cambio de los miRNAs destacados en la clasificacion por
Random Forest. Las veces de cambio se define como la relacion entre el nivel
de expresion promedio de un miRNA en pacientes y controles. Los niveles de
expresion se calculan por el método ACT, corresponden a 22ACT cociente de las
medias de 22°T (pacientes) frente a 22°T (controles). Los valores negativos se
calculan como — (1/veces de cambio).

ombre [VERSSte T yomore [VeSEE e ombre | Voo i
miR-27b-3p 1,39 miR-362-3p -1,37 miR-766-3p 1,73
miR-339-3p 1,92 miR-140-3p 1,45 miR-125a-5p 1,42
let-7g-5p 1,10 miR-144-3p -2,13 miR-142-5p 1,23
miR-152-3p 2,52 miR-146a-5p 1,66 miR-22-3p 1,96
miR-7-1-3p -2,27 miR-130b-3p 1,51 miR-221-3p 1,50
miR-375 2,45 miR-1260a 2,06 miR-99a-5p 2,71
miR-103a-3p -1,39 miR-29a-3p 1,34 miR-30e-3p 1,81
miR-193a-5p 3,44 miR-144-5p 1,23 let-7b-3p 3,24
miR-154-5p 1,01 miR-100-5p 1,65 miR-125b-5p 1,34
miR-326 2,59 miR-106b-5p -1,27
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Para identificar los miRNAs candidatos para su estudio como posibles
marcadores, se tuvo en cuenta los resultados del Random Forest, los
niveles de expresion y las veces de cambio, asi como una revision
bibliografica exhaustiva en las que se identificaron aquellos
relacionados con procesos vasculares, como la inflamaciéon o el

metabolismo lipidico317-322,

De este modo se seleccionaron 10 miRNAs (miR-27b-3p, miR-152-3p,
MiR-7-1-3p, MiR-375, miR-103a-3, miR-144-3p, miR-146a-5p, miR-
1260a, miR-221-3p y miR-99a-5p) que se cuantificaron en el total de
las muestras (N=57). Ademas, aunque no aparecia entre las variables
destacadas, seleccionamos, el miR-195-5p®2® para su cuantificacion
en la siguiente etapa, debido a su posible implicacién en la patologia

EStUdiada268'305'306.

6.1.2 Validacién en plasma

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los factores de riesgo de

todos los sujetos incluidos en el estudio de plasma (N=57).
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas del total de sujetos incluidos en el estudio de
plasma. Las diferencias de las variables entre los grupos se analizaron mediante
t-test y tablas de contingencias x2. p-CTL: plasma de controles; p-AAA: plasma
de aneurisma de aorta abdominal; p-EC/CE: plasma de estenosis carotidea;
HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DL: dislipemia; AAS: &cido

acetil salicilico.

p-valor p-valor p-valor
(p-AAA vs | p-EC/ICE [(p-ECvs [(p-EC vs
VARIABLE p-CTL p-AAA p-CTL) p-CTL) | p-AAA)
N=16 N=30 N=11
62,7 74,1 67,91
Edad +4.71 +7.67 <0,001 +5.94 0,038 0,019
10 27
0
HTA (62,5%) (90%) 0,035 7 (63,6%) 0,952 0,047
DM 2 13 0,046 6 (54,5%) 0,028 0,523
(12,5%) | (43,3%) ’ =70 ’ '
14 20
0
DL (87.5%) | (66.7%) 0,14 7 (63,6%) 0,158 0,856
Tabaquismo 4 14 0,158 8 (72,7%) 0,019 0,132
q 25%) | (46,7%) ’ 7 ’ ’
S i 10
Cirugia abierta (33,3%)
Diametro AAA (mm) 57,3
Estatinas 4 21 10
(25%) (70%) (90,9%)
Antihipertensivos 10 23 0
no betabloqueantes | (62,5%) | (76,7%) 7(63,6%)
Antihipertensivos 2 8 0
betabloqueantes (12,5%) | (26,7%) 4 (36,4%)
2 11
0,
AAS (12.5%) | (36.7%) 7 (63,6%)
Otros 1 5
antiplaquetarios (6,3%) | (16,7%) 313
: L 4
0, 0,
Anticoagulacion 0% (13.3%) 1(9,1%)
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Todos los individuos incluidos en el estudio eran hombres y un Gnico
sujeto (en el grupo control) informé de historia familiar de AAA. Los
aneurismas intervenidos (diametro mayor de 5,5 cm) se repararon
mediante cirugia abierta (N=10) o REVA (N=20) seglun las
caracteristicas, factores de riesgo de los pacientes y la anatomia de
los AAA3?4,

La mayor diferencia entre el grupo control y el grupo AAA se observo
en la edad: 62,7 + 4,71y 74,1 +/- 7,67, respectivamente (p<0,001).
También se observaron diferencias en hipertensién (p=0,034) y
diabetes (p=0,046), siendo ambas mas prevalentes en el grupo p-AAA.

Si comparamos el grupo p-EC/CE con el grupo p-CTL observamos
mayor edad, mayor presencia de diabetes y mayor numero de
fumadores en el grupo p-EC/CE (p=0,038), (p=0,028) y (p=0,019),

respectivamente.

Finalmente, comparando los dos grupos patolégicos (p-AAA y p-
EC/EC) unicamente observamos diferencias en la edad, aunque
menores que al comparar con el grupo control (74,1 vs 67,91; p=0,019)
y en la HTA, mas prevalente en los pacientes con AAA (p=0,047). En
cuanto a la medicacion, se detectaron diferencias significativas en el
uso de estatinas entre p-AAA y p-EC/CE frente a controles, p=0,004 y
<0’001 respectivamente. Ademds, el uso de &cido acetil salicilico
(AAS) fue més frecuente en p-EC/CE que en p-CTL (p=0,006).
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A continuacion, cuantificamos los 11 miRNAs seleccionados, en el
total de las muestras (N=57). Se descartaron en esta etapa 2 de los
MiRNAs (miR-7-1-3p y miR-195-5-p) por presentar valores de CTs
fuera del rango de deteccién en la mayoria de las muestras. Los

valores de expresion en plasma los observamos en la Tabla 9.
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Tabla 9. Valores de expresion de los 9 miRNAs cuantificados en el total de las
muestras de plasma (p-AAAy p-CTL). Los valores se normalizaron frente a miR-
191-5p. Los valores de p se calcularon después del ajuste con un modelo
multivariable queincluye laedad, laHTA, DM, DL y el h&bito tab&quico. El género
y los antecedentes familiares de AAA no se incluyeron en el modelo dado que

en la muestra todos

los pacientes son hombres y ninguno presenta

antecedentes familiares de AAA. miRNA: microRNA; p-AAA: plasma de
aneurisma de aorta abdominal; p-CTL: plasma de controles.

Veces de
) Intervalo de
cambio
miRNA Secuencia de miRNA p valor Estimado | confianza
p-AAA/
(95%)
p-CTL
. -0,032 —
miR-152-3p ucagugcaugacagaacuugg 1,5 0,357 0,028 0087
uacaguauagaugauguacu 1 - 0,230 -2,081 -
miR-144-3p 0,804 1,621
uucacaguggcuaaguucugc 1,6 0,427 0,014 —
miR-27b-3p 0,043* 0,841
agcagcauuguacagggcuauga 1 0,528 -0,452 —
miR-103a-3p 0,284 1,509
aacccguagauccgaucuugug 19 0,081 -0,04 —
miR-99a-5p 0,183 0,201
uuuguucguucggeucgcguga 2 0,075 -0,025 -
miR-375 0,139 0,174
agcuacauugucugcuggguuuc 19 0,333 0,145 —
miR-221-3p <0,001** 0,521
ugagaacugaauuccauggguu 1,6 0,054 -0,09 —
miR-146a-5p 0,457 0,198
aucccaccucugccacca 2 -0,034 -0,034 —
miR-1260 0,238 0,132
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Los valores de expresidén se normalizaron frente a miR-191-5p. Los 9

MiRNAs cuantificados presentaron mayor expresion en el grupo p-

AAA que en el grupo p-CTL, pero siete de ellos no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (miR-152-3p, miR-144-3p,
miR-103a-3p, miR-99a-5p, MmiR-375, miR-146a-5p y miR-1260a) como

se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Niveles de expresién (22°T) de los miRNAs cuantificados y
sobrexpresados en el total de las muestras incluidas en el estudio de plasma de
controles y AAA, comparados con pacientes con estenosis carotidea. Los
valores se han normalizado frente a miR-191-5p (MiRNA enddgeno estable). Los
valores se ajustaron con un modelo de regresién multivariable con los factores
de riesgo. No se observaron diferencias significativas. CTL, grupo control
(equivalente a p-CTL) (N=16); AAA, pacientes con aneurisma (equivalente a p-
AAA) (N=30); EC/CE, pacientes con aterosclerosis severa / carotid
endarterectomy (N=11).

Sin embargo, y a pesar de las diferencias entre los distintos grupos,
tras el ajuste multivariable por los factores de riesgo cardiovascular
(edad, HTA, DM, DL y tabaquismo), si se observé que miR-27b-3p y
miR-221-3p permanecian con una sobrexpresion de 1,6 veces
(P=0,047, 1C95%, 0,014-0,841) y 1,9 veces significativamente mayor
(P=0,001, 1C95%, 0,145-0,521) en el grupo p-AAA que en el grupo p-

CTL, respectivamente.

No obstante, estas diferencias significativas no se observaron en los
niveles de expresion de estos miRNAs entre los pacientes con p-AAA

y el grupo de p-EC/CE; como podemos visualizar en la Figura 9.
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Figura 9. Niveles de expresion (2"2°T) de miR-221-3p y miR-27b-3p cuantificados
en el total de las muestras incluidas en el estudio de plasma de controles y AAA,
comparados con pacientes con estenosis carotidea. Los valores se han
normalizado frente a miR-191-5p (miRNA enddgeno estable). Los valores se
ajustaron con un modelo de regresion multivariable con los factores de riesgo.
Se observa la sobrexpresion estadisticamente significativa en AAA frente a
controles, aunque no se mantiene al comparalos con los pacientes con
estenosis carotidea. CTL, grupo control (equivalente a p-CTL) (N=16); AAA,
pacientes con aneurisma (equivalente a p-AAA) (N=30); CE/EC, pacientes con
aterosclerosis severa / carotid endarterectomy / endarterectomia carotidea
(N=11).
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6.2 Cuantificacion de miRNAs en tejido

Los 11 miRNAs seleccionados previamente en la etapa de cribado
realizada en plasma se cuantificaron en un grupo independiente de
muestras de tejido adrtico de 21 pacientes (t-AAA) y 8 donantes de
6rganos como controles (t-CTL), junto con 6 miRNAs seleccionados
por su relevancia en la patologia: miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-
21-5p, miR-29b-3p3?° y miR-155-5p326-334,

Las caracteristicas de los individuos incluidos en el estudio de tejido

se muestran, a continuacion, en la Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristica de los participantes incluidos en el estudio de tejido (t-
AAA). AAA: aneurisma de aorta abdominal; HTA: hipertensién arterial; DM:
diabetes mellitus; DL: dislipemia; AAS: acido acetil salicilico.

t-AAA (N=21)

Sexo (hombre) 20 (95'2%)
Edad (desviacién estandar) 65’3 (6’5)

HTA 17 (81%)

DM 10 (47°6%)
DL 13 (61'9%)
Tabaquismo 10 (47°6%)
Cirugia abierta 21 (100%)
Didmetro aneurisma (mm) 61'7 (10'9)
Estatinas 14 (66’7 %)
Antihipertensivos no betablogueantes 16 (76°2%)
Antihipertensivos betablogueantes 6 (28'6%)
AAS 4 (19%)

Otros antiplaquetarios 3 (14'3%)
Anticoagulacion 3 (14'3%)

Para el analisis de los miRNAs en tejido se estudiaron miR-191-5p,
miR-103a-3p, MiR-532-5p y miR-423-5p como miRNAs de referencia,
siendo este Ultimo el mas estable entre muestras y, por tanto,
seleccionado para la normalizacion de los resultados. Los valores de

expresion en plasma los observamos en la Tabla 11.
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Tabla 11. Niveles de expresién de los miRNA cuantificados en las muestras de tejido (t-AAA y t-CTL). Los valores se
normalizaron frente a miR-423-5p. Los valores de p se calcularon después de un ajuste con un modelo de regresion lineal.
AAA: aneurisma de aorta abdominal; CTL: controles.

Veces de cambio

Nombre p-valor lntfervalo de Nombre Veces de cambio o-valor Int'ervalo de
(t-AAA vs t-CTL) confianza (95%) (t-AAA vs t-CTL) confianza (95%)
miR-221-3p 11 0,742 -0,885-1,336 miR-195-5p -1,5 0,023 -4,163 — (-0,333)
miR-27b-3p -2,0 <0,001 -22,319 — (-8,169) | miR-155-5p 1,9 0,082 -0,043 - 0,676
miR-99a-5p 14 0,277 -1,653 — 5,558 miR-21-5p 1,9 0,012 20,360 — 151,689
miR-103a-3p 1,3 0,050 0,007 — 7,705 miR-148a-3p 2,7 0,066 -0,095 - 2,705
miR-146a-5p 5,8 <0,001 0,662 — 1,840 miR-133b -4,6 <0,001 -3,637 — (-2002)
miR-1260 1,2 0,677 -1,464 -2,221 miR-133a -4,4 <0,001 -2,150 — (-1,135)
miR-144-3p 7,2 0,001 8,656 — 29,348 miR-1 -4.4 <0,001 -2,105 — (-1,150)
miR-152-3p 11 0,380 -0,320-0'813 miR-29b-3p -1,4 0,018 -6,373 — (-0,645)
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La expresion de miR-144-3p, miR-146a-5p, miR-21-5p y miR-103a-3p
fue mayor en el tejido de pacientes con AAA (t-AAA) que en donantes
de drganos (t-CTL) 7,2 veces (p <0,001; IC del 95%, 8,656- 29,348),
5,8 (p <0,001; IC 95%, 0,662-1,84), 1,9 (p = 0,012; IC 95%, 20,360-
151,689) y 1,3 veces (p = 0,05 IC 95%, 0,007-7,705),

respectivamente.

Por otro lado, se observo una infraexpresion de miR-1, miR-133b, mir-
133a-3p, miR-27b-3p, miR-195-5p y miR-29b-3p en el t-AAA 4,8 veces
[p <0,001; IC del 95%, (-2,105) - (1,150)]; 4,6 [p <0,001; IC del 95%, (-
3,637) - (- 2,002)]; 4,4 [p <0,001; IC del 95%, (-2,150) - (- 1,135)]; 2 [p
<0,001; IC del 95%, (-22,319) - (- 8,149)]; 1,6 [p = 0,023; IC del 95%,
(- 4,163) - (0,333)] y 1,4 veces [p = 0,018; IC del 95%, (-6,373) - (-
0,645)] con respecto al tejido sano. miR-1260a, miR-375 y miR-7-1-3p
se descartaron debido a un bajo nivel de expresién en el tejido (Figura
10).
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B. miRNA infraexpresados
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Figura 10. Niveles de expresién calculados como 2%CT de los 10 miRNA
disregulados en tejido de pacientes con AAA en comparacion con tejido de
donantes de d6rganos. CTL: controles (equivalente a t-CTL) (N=8); AAA:
pacientes con aneurisma abdominal (equivalente a t-AAA) (N=21).

Los valores de cada expresion de miRNA se normalizaron con la expresiéon de
un MiRNA enddégeno y estable (miR-423-5p). Los valores se ajustaron con un
modelo de regresion lineal con factores deriesgo. Las diferencias significativas
se muestran como *, p <0,05, **p = 0,001. miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-144-3p y
miR-103a-3p se sobre expresaron en pacientes con AAA. miR-1, miR-27-b-3p,
miR-29b-3p, miR-133a-3p, miR-133b y miR-195-5p estaban infraexpresados en
pacientes con AAA.
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6.3 Identificacion de posibles dianas terapéuticas

Aplicando un GSEA (un andlisis de enriquecimiento de conjuntos de
genes para identificar clases de genes o proteinas que estan
sobrerrepresentadas en un gran conjunto de estos y que pueden tener
una asociacion con fenotipos de enfermedades) y, en funcién de la
informacién del GO, caracterizamos el perfil funcional de los miRNA
disregulados de tejido, segun sus posibles dianas predichas y
validadas. Las principales Componentes Celulares (CC), Procesos
Biologicos (BP) y Funciones Moleculares (MF) regulados por sus

posibles dianas segun esta clasificacion se muestran en la Figura 11.

Algunos de los CC mas representados, como membrana basal y
componentes de la matriz extracelular, asi como algunos procesos
biolégicos como la cascada de proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK/ERK), los procesos metabdlicos de las especies
ROS, la regulacion lipidica o la respuesta a estimulos mecanicos,

podrian tener relevancia en el contexto de la patologia aneurismatica.
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Figura 11. Analisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) de 9 miRNA
disregulados en tejido de AAA (miR-144-3p, miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-103a,
miR-1, miR-133b, miR-27b-3p, miR-195-5p y miR-29b-3p). miR-133a no se incluyé
en el analisis porque debido a su alta homologia con miR-133b, comparten la
mayoria de sus dianas. A) Funciones moleculares (MF); B) Procesos Bioldgicos
(BP); C) Componentes celulares (CC) de las dianas los miRNA de disregulados
en tejido. Las barras representan el grado de disregulacion medido por el
Logaritmo de relacion (Lor).
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A partir del andlisis de enriquecimiento, representamos el mapa de
interacciones de los miRNAs disregulados en tejido y de sus posibles
dianas predichas segun las principales bases de datos (Figura 12).
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Figura 12. Red de interaccion de los 9 miRNA disregulados (mir-144-3p, miR-
146a-5p, miR-21-5p, miR-103a-, miR-1, miR-133b, miR-27b-3p, miR-195-5p, miR-
29b-3p) en el tejido y sus genes diana después de aplicar GSEA. No se incluy6
miR-133a en el andlisis debido a que, por su elevada homologia de secuencia
con miR-133b, comparten la mayoria de las dianas. A cada miRNA se le asigno6
un coeficiente equivalente a las veces de cambio de los niveles de expresién en
tejido. Los miRNAs estan representados en circulos y sus posibles dianas en
rectangulos. EI GSEA proporcion6 376 posibles dianas de las cuales, veinte
podrian estar regulados por dos miRNAs y una, la Thrombospondin-2, podria
estar regulado por 3 miRNAs. Marcados con flechas encontramos los genes que
codifican las proteinas cuantificadas en tejido.

Tras el GSEA se obtuvieron un total de 376 posibles dianas de los
MiRNAs disregulados en tejido de pacientes con AAA y donantes de
6rganos. De ellas, 21 genes diana podian estar disreguladas por mas
de un miRNA vy, de ellos, so6lo uno, THBS2, el gen que codifica a la
Trombospondina 2 podia estar regulado hasta por 3 miRNAs (miR21-
5p, miR-195-5p y miR-144-3p).

Se revisaron los 376 genes dianas, en funcién de la categoria del GO
en la que estuvieran clasificados, segun las rutas bioldgicas en las que
podrian estar participando segin KEGG Pathway (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) y segun publicaciones previas con los
criterios de busqueda ([nombre de gen] & [abdominal aortic aneurysm]
or [vascular diseases] or [vascular pathology]). De acuerdo a esos
criterios se seleccionaron 5 genes para validarlos a nivel de expresion

proteica en tejido de pacientes con AAA y donantes de 6rganos.
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6.4 Cuantificacion de las posibles dianas de los miRNAs

disreguladas en tejido de pacientes con AAA

Dado que la regulacion de los miRNAs se produce a nivel
postranscripcional, el efecto regulador se debe estudiar a nivel
proteico. Asi pues, cuantificamos las 5 proteinas seleccionadas:
COL11A1 (coladgeno Xla1), LASP1 (proteina 1 del dominio LIM y SH3),
LAMB3 (subunidad 3 de laminina), ITGAV (Integrina subunidad a5) y
THBS2 (Trombospondina-2) en tejido de pacientes con AAA donantes
de organos (t-CTL) mediante Western Blot.

COL11A1 y LAMB3 no presentaron niveles cuantificables en nuestras
muestras. Como se observa en la Figura 13, LASP 1 e ITGAV
presentaron niveles mayores en pacientes que en controles, aunque
sin diferencias significativas. Los niveles de THBS2 en tejido arterial

fueron significativamente mayores en t- AAA que en t-CTL (p=0,04).
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Figura 13. Cuantificacion de las dianas mediante Western Blot. THBS2:
trombospondina 2; LASP1: proteina 1 del dominio LIM y SH3; ITGAV: integrina
subunidad a5.
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Ademas, se estudio la correlacion entre los niveles de las proteinas
diana y sus posibles miRNAs reguladores, es decir, la relacion de
LASP1 con miR-146a-5p y miR-29b-3p; ITGAV con miR-146a-5p vy
THBS2 con miR-144a-3p, miR-195-5p, y miR-21-5p. Observamos una
correlacion negativa entre los niveles de THBS2 y miR-195-5p (Tabla
12).

Tabla 12. Correlacion diana/miRNA. THBS 2: trombospondina 2; ITGAV:
integrina subunidad a5; LASP1: proteina 1 del dominio LIM y SH3.

THBS2 ITGAV LASP1

miR miR miR miR miR miR
195-5p 21-5p 144-3p 146a-5p 29b-3p 146a-5p

p Pearson -0,665 0,214 0,314 0,412 -0,373 0,251
p (bilateral) 0,0026 0,394 0,205 0,102 0,140 0,331
R? 0,442 0,046 0,099 0,168 0,139 0,063

Ademas, observamos que esta correlacion negativa presentaba una
tendencia logaritmica (correlaciéon logTHBS2 y miR-195-5p, p
Pearson=-0,76; R2=0,57; p=0,0003) (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de THBS2 en muestras de tejido de pacientes con AAA (t-
AAA) y donantes de érganos (t-CTL). THBS 2: trombospondina 2; CTL: control
(equivalente at-CTL); AAA: aneurisma de aorta abdominal (equivalente at-AAA).
A) Muestra representativa de las bandas de THBS2 y a-tubulina obtenidas en el
Western blot de THBS2 para 3 pacientes con AAA y 3 donantes de 6rganos; B)
niveles de expresion relativa de THBS2 (frente a-tubulina para la normalizacién)
en muestras de tejido de AAA (N=11) y CTL (N=7); C) correlacion de los niveles
de THBS2 (log (THBS2/a-tubulina) y la expresion de miR-195-5p en muestras de
tejido (N = 28, t-CTL y t-AAA) *, p <0,05.
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7 DISCUSION

7.1 Marco tedrico actual del papel de los miRNA en la

patologia aneurismatica

Las enfermedades cardiovasculares suponen una de las causas mas
comunes de mortalidad en los paises occidentales. Aunque se ha
mejorado sustancialmente en cuanto a la prevencién primaria, su
prevalencia continla aumentado. Por este motivo, resulta clinicamente
relevante investigar la fisiopatologia molecular para aplicarla en la
busqueda de nuevos biomarcadores que nos ayuden en la prevencion
y en el diagnodstico precoz de estas enfermedades, asi como a
seleccionar las poblaciones de riesgo que se beneficiarian de un

seguimiento mas estrecho.

En concreto, el tratamiento de los AAA, en caso de que lo precisen,
consiste en una reparacion quirargica abierta o endovascular y
desafortunadamente, no disponemos de terapias médicas intermedias
profilacticas y/o aplicables desde el momento del diagnéstico, que
limiten el crecimiento de estos. Se ha sugerido que el tratamiento con
diversos farmacos, incluyendo las estatinas!'®, los betabloqueante**
113 la doxiciclinat!*, incluso la metformina®*® podrian ayudar con esta
finalidad.
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Sin embargo, los resultados de los distintos ensayos clinicos no han
sido concluyentes, quedando Unicamente el control de los factores de
riesgo, asi como la vigilancia periédica del tamafio y velocidad de
crecimiento del AAA para indicar su correccion quirdrgica preventiva
en caso de riesgo de rotura aumentado (diametro > 5,5 cm o

crecimiento > 1 cm en 1 afio)®.

La practica clinica actual carece de un sistema certero que permita
distinguir de manera sencilla entre los portadores de AAA y la
poblacion sana o individuos en riesgo de desarrollarlo. Tampoco se
han detectado marcadores que separen el grupo de pacientes con
AAA con riesgo de crecimiento rapido y rotura de los que padeceran
una enfermedad mas estable. A falta de biomarcadores o parametros
analiticos que permitan el seguimiento prondstico de la patologia y un
tratamiento farmacoldgico especifico, existe un interés creciente en la
identificacion y deteccion de nuevos marcadores y moléculas para el
diagnéstico de los AAA, asi como en la identificacion de factores
genéticos y epigenéticos que contribuyan a su patogénesis. Esto
podria permitir una seleccion de los AAA en expansion, un mayor
control de los grupos de riesgo y facilitar el desarrollo de tratamientos

para limitar su crecimiento.

Por este motivo, en las Ultimas décadas se han realizado multiples
estudios para comprender la fisiopatologia de esta enfermedad y
determinar posibles moléculas plasmaticas que pudiesen ayudarnos
con esta finalidad. Entre ellos destacan los marcadores de inflamacion,
de degradacién de la elastina o de la matriz extracelular revisados en
el apartado de Antecedentes, destacando entre ellos Ilas

metaloproteasas o las ROS.
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Por otra parte, el papel de los miRNAs en las patologias
cardiovasculares ha suscitado un creciente interés en los ultimos afios.
Sin embargo, su implicacion en la formacion y desarrollo del AAA 'y su
utiidad como biomarcadores en esta enfermedad todavia no esta
claro, siendo algunos estudios poco concluyentes o discordantes entre
grupos.

Por tanto, son necesarios mas estudios que ayuden a esclarecer, no
solo el papel de los miRNAs sino también las rutas en las que puedan
estar implicados, asi como su posible utilidad como biomarcadores y

como nuevas dianas terapéuticas.

Por esta razén, nuestro objetivo en el presente estudio consistié en
identificar nuevas moléculas (miRNASs) involucradas en el desarrollo
de los AAA en humanos y, ademas, en valorar su potencial como
biomarcadores plasmaticos, continuando esta linea de investigacion
que nos permita una mejor clasificacién y tratamiento de nuestros

pacientes.
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7.2 miRNA circulantes en plasma

Para que una molécula pueda considerarse un buen biomarcador
potencial debe presentar una serie de caracteristicas: poseer
protocolos no invasivos de accesibilidad, su determinacion debe ser
econémica a la hora de su cuantificacion, ser especifica para la
enfermedad de interés, extrapolable desde los modelos animales a los
seres humanos y precoz en la deteccion de la enfermedad,

previamente a la aparicién de las manifestaciones clinicas®®.

En este sentido, se ha observado que los miRNAs son buenos
candidatos para su estudio como biomarcadores de diversas
patologias como las inflamatorias, infecciosas, cardiacas vy

oncoldgicas.

En el caso concreto del AAA, aunque los estudios son prometedores,
no existen, hasta la fecha, protocolos estandarizados que permitan la
reproducibilidad entre ellos y, aunque se han incrementado en los
ultimos afos, su aplicacion clinica todavia necesita estudiarse en

profundidad.

El primer estudio publicado en esta linea fue el de Kin et al*®®, quienes
plantearon, en 2012, un patrén de expresion diferencial de miRNAs
entre el plasma de pacientes con AAA (n=23), voluntarios sanos
(n=12) y pacientes con enfermedad coronaria (n=17), que incluye,
entro otros, miR-15a/b, miR-29, miR-124a, miR-126, miR-146a, miR-
155 y miR-223. También observaron que estos mMiRNAs se
encontraban ligeramente sobrexpresados en plasma de pacientes con
aterosclerosis severa, lo que podria reflejar una posible participacion

en un mecanismo comun.
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Posteriormente, Zhang et al*** evaluaron, en 2015, las muestras de
plasma de una cohorte de 120 sujetos (60 pacientes con AAA y 60
controles) y encontraron también una expresion diferencial en la que
miR-191-3p, miR-455-3p y miR-1281 aparecian sobrexpresados en
pacientes con AAA y sugerian su uso como biomarcadores
potenciales en el diagndéstico de AAA. A partir de ahi, el estudio de los
miRNAs como posibles marcadores de AAA ha ido incrementando en
los Ultimos afios. Los resultados méas relevantes de los miRNAs

circulantes en AAA se han resumido en la Tabla 13.

No obstante, existen discrepancias entre las distintas publicaciones
que puede deberse a la variabilidad de las metodologias empleadas
para la cuantificacién de los miRNAs, al tipo de biofluido estudiado y
al anticoagulante utilizado para el almacenamiento de la muestra de
sangre, a los métodos de extraccion y aislamiento del RNA, a los
reactivos y a las condiciones para realizar la RT-qgPCR 0 a la estrategia
de normalizacion utilizada®®’. Ademas de estas causas, la falta de
correlacion también puede atribuirse al hecho de que el AAA es una
patologia multifactorial y heterogénea con varias comorbilidades
asociadas y variabilidad entre pacientes, lo que dificulta a su vez
encontrar y establecer el grupo control mas adecuado para comparar

los niveles de expresion.

En cualquier caso, la falta de reproducibilidad entre las publicaciones
enfatiza la importancia de la estandarizacion en la metodologia y los
protocolos usados, asi como la necesidad de validacion en
poblaciones independientes. Ademas, son necesarios mas estudios,
en poblaciones mas extensas, para validar los resultados obtenidos de

los miRNAs como marcadores en tejido y posibles dianas terapéuticas.

Tesis Doctoral Laura Galvez Nuiez 169



Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

Para hacer frente a estas dificultades, en nuestro estudio, hemos
utilizado la herramienta RefFinder®!® para seleccionar un miRNA
endogeno y estable dentro de un grupo de candidatos. Este software
comprende los resultados de los algoritmos mas comunmente
empleados y se ha disefiado y desarrollado para evaluar y cribar genes
de referencia de extensos conjuntos de datos experimentales. Tras
una revision exhaustiva de la bibliografia, hemos observado que éste
es, probablemente, el Unico estudio sobre miRNA circulantes en AAA
en el que la eleccion del miRNA endogeno de referencia se ha
justificado previamente de acuerdo con su expresion estable entre las

muestras estudiadas.

Como resultado de esta estrategia, en nuestro estudio, hemos
identificado 7 miRNAs (miR-27b-3p, miR-103a-3p, miR-375, miR-
146a-5p, miR-1260a, miR-221-3p y miR-99a-5p) que presentaron
mayor expresion en plasma en el grupo de pacientes con AAA en

comparacion con el de voluntarios sanos.

Tras el ajuste multivariable por los factores de riesgo cardiovascular
(edad, HTA, DL y DM), se observo que dos de ellos (miR-27b-3p y
miR-221-3p) permanecian sobrexpresados de manera significativa 1,6

y 1,9 veces respectivamente, en AAA frente a los controles sanos.
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Aunque, tras revisar la bibliografia, nuestro estudio parece ser el
primero que relaciona el aumento de miR-27b-3p en el plasma de
pacientes con AAA respecto a controles sanos, otros muchos lo han
asociado previamente con multiples patologias cardiovasculares e
inflamatorias. Zhou et al*® lo describieron por primera vez como
marcador inflamatorio en modelos murinos en 2017. En el mismo afio,
Dolz et al**® publicaron sus resultados tras el andlisis del plasma de 39
pacientes en los que relacionaron un aumento de este miRNA con la

progresion de la estenosis carotidea asintomatica.

Posteriormente, Chen et al**° también observaron un aumento de miR-
27b-3p en suero de 77 pacientes dentro de las 24 primeras horas tras
sufrir un ictus frente a 42 controles sanos. Finalmente, también se ha
descrito una posible relacién de los niveles circulantes de este miRNA
con la TVP inicial y la TVP recurrente. Wang et al**, en 2019,
compararon el plasma de 39 pacientes con un primer episodio de TVP
y 39 con TVP recurrente, observando una sobrexpresién de este
MiRNA en el segundo grupo de pacientes. Estos hallazgos han sido
confirmandos por Thibord et al?** en 2020 tras analizar el plasma de
344 pacientes con TVP.

Asi pues, estos resultados refuerzan, junto a los nuestros, la posible
implicacion del miR-27b-3p en la patologia aterotrombética y su
potencial valor como marcador circulante, aunque su relacion directa

y especifica con el AAA necesita seguir estudiandose en profundidad.
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Por otro lado, miR-221-3p regula la inflamacién y la angiogénesis
mediante el control de la migracion, la proliferacion y el crecimiento de
las células endoteliales y las VSMC34?3#4 Se ha visto previamente
relacionado con la respuesta inmunolégica?®*®, la patologia cardiaca?*®
345 entre la que destaca la angina vasoespastica??® y otros factores de
riesgo cardiovascular como la diabetes primaria y la gestacional®¢ o el
metabolismo lipidico??®, entre otras.

Con respecto a su valor como marcador circulante del AAA,
Wanhainen et al**’ estudiaron la expresién de 172 miRNAs en 169
pacientes con AAA, 85 con crecimiento rapido y 84 con crecimiento
lento (pareados por diametro basal), y 48 controles sanos pareados
por edad. Observaron 103 miRNAs diferencialmente expresados en
pacientes con AAA frente a los controles. Ademas, 20 de estos
MiRNAs mostraban un patron de expresion diferente entre los
pacientes con crecimiento rapido y los de progresién mas lenta. En
concreto el miR-221-3p, presentdé sobrexpresibn en plasma de
pacientes con AAA de crecimiento rapido. Sin embargo, este miRNA
no se incluyé en el modelo predictivo propuesto por Wanhainen, en el
gue la inclusiébn de miRNAs mejoraba la sensibilidad de los modelos
desarrollados unicamente con factores de riesgo y diametro basal. No
obstante, estos resultados, junto con los aportados en nuestro estudio,
sugieren el valor del miR-221-3p como potencial marcador de
patologia aneurismatica, que podria ayudarnos en la practica clinica a
la hora de estratificar el riesgo de los pacientes, de forma aislada, o en

combinacién con otros parametros clinicos.
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Ademas, en el presente estudio también hemos observado que tanto
miR-27b-3p como miR-221-3p, se encontraban ligeramente
sobrexpresados en plasma de pacientes con aterosclerosis severa, lo
gue podria reflejar una posible participacién en un mecanismo coman.
En una revision sisteméatica publicada en 2018 por Pereira da Silva et
al**® y que incluia 18 estudios (10 de ellos enfocados al estudio de la
arterioesclerosis carotidea, 6 a la enfermedad arterial periférica de
MMIl y 2 a la patologia arterioescler6tica renal), se identificé un perfil
de miRNAs comun para diferentes ubicaciones de enfermedades
arterioescleréticas, que incluian la disregulaciéon de miR-27-3p, miR-
21, miR-30, miR-126 y miR-221-3p, relacionandolos con el desarrollo
de la ateromatosis en estos sectores arteriales. Ademas, en la
excelente revision de Chen et al** se postula que la familia del miR-
27b-3p se asocia al control de diversas funciones biol6gicas
relacionadas y presentes tanto en AAA como en aterosclerosis, tales
como la angiogénesis, la actividad de las células endoteliales, la
respuesta inmune e inflamatoria, el metabolismo lipidico, el estrés

oxidativo, la composicion de la MEC o la resistencia a la insulina.

Por tanto, la elevacién de miR-27b-3p y miR-221-3p en pacientes
arteriosclerosos y en pacientes con AAA podria ser un reflejo de estos

mecanismos comunes descritos.
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De forma similar a los hallazgos de nuestro estudio, otros autores han
observado que miRNAs disregulados en AAA también lo estan en
patologia aterosclerética. Asi pues, Stather et al*®°, en su estudio
sobre la expresion de 754 miRNAs en 15 pacientes con AAA y 10
voluntarios sanos, observaron una disregulacién de los niveles
circulantes de let-7e, miR-15a, miR-196b y miR-411 en pacientes con
AAA. Al validar la expresion de estos miRNAs en una cohorte que
incluia 40 controles sanos, 40 individuos con patologia arterial
periférica, 40 pacientes con AAA de pequefio tamafio y 40 pacientes
con AAA de gran tamafio, observaron que dichos miRNAs
presentaban un patron similar entre los pacientes con AAA y
enfermedad arterial periférica concluyendo que el estudio de la
modulacion de estos mIRNA y sus dianas podria ser util en la
investigacion de nuevas vias terapéuticas para controlar la progresion

de los AAA y la arterioesclerosis

Por tanto, aungque en un principio, el hecho de observar un aumento
de miR-27b-3p y miR-221-3p podria considerarse como una limitacion,
ya que no se trataria de miRNAs altamente especificos de AAA, esto
podria indicar que varios biomarcadores podrian ser comunes en los
procesos desencadenantes de determinadas enfermedades
cardiovasculares. Estos resultados podrian ser Utiles para intentar
dilucidar los mecanismos subyacentes comunes en todas ellas y
comprender mejor la relacion la fisiopatologia de la arterioesclerosis y
los AAA.
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Por otra parte, como ya se ha comentado, un miRNA puede estar
implicado en varias rutas metabdlicas, por lo que la busqueda de un
anico miRNA como marcador de patologia no parece ser el abordaje
mas apropiado. Su combinacién con otros biomarcadores como las
MMP, o el didmetro adrtico basal, podrian suponer una herramienta
complementaria para el diagnostico o estratificacion de pacientes con
AAA.

Finalmente, la falta de correlacion entre los distintos estudios
publicados podria atribuirse, como ya hemos comentado previamente,
al hecho de que los AAA son una patologia multifactorial y
heterogénea con varias comorbilidades asociadas y variabilidad entre
pacientes, lo que dificulta también encontrar y establecer el grupo
control mas adecuado para comparar los niveles de expresion. En
cualquier caso, las discrepancias entre las publicaciones destacan de
nuevo la importancia de la estandarizacion en la metodologia y los
protocolos usados, la necesidad ampliar y continuar estudios, asi
como la validacion de los resultados existentes en poblaciones

independientes.
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Tabla 13. Resumen de los estudios mas relevantes de expresion de miRNA circulantes en AAA. Extraido de lyer et al®®. AAA:
aneurisma de aorta abdominal; TC: tomografia computerizada; EAP: enfermedad arteria periférica; HTA: hipertension arterial;
DM: diabetes mellitus: FRCV: factores de riesgo cardiovascular.

Afio Casos Controles Tipo de muestra MiRNA Disregulacion
K. Kin 2012 | AAA (no definido) Enfermedad carotidea (no | Muestras de sangre | miR-155 Infraexpresado
definida) n=17 periférica. miR-15a Infraexpresado
n=23 Controles sanos n=12 Analisis del plasma. | miR-15b Infraexpresado
miR-29b Infraexpresado
miR-223 Infraexpresado
A. Zampetaki 2014 | Pacientes  masculinos | Controles sin AAA | Muestras de sangre | miR-125b Infraexpresado
con AAA (programa de | pareados por género, HTA | periférica. miR-148a Infraexpresado
screening, AAA no | y DM (exclusion de AAA no | Analisis del plasma. | miR-195 Infraexpresado
definido) definida).
n=22 n=22
E. Biros 2014 | AAA grandes (> 50 mm), | Pareados por edad y | Muestras de sangre | miR-155 Infraexpresado
suero género no AAA (TC | periférica.
<30mm) pero con EAP | Analisis del suero.
MMIL.
n=10 n=10
L. Maegdefessel 2014 | AAA (> 45 mm) Controles pareados por | Muestras de sangre | Ninguno Resultados no

n=105

edad, medicacion y FRCV
con funcion renal/hepéatica
normal

n=52

Pacientes con EAP (no
definido el diagndstico)

n= 22

(AAA excluido mediante
ultrasonido)

periférica.
Andlisis del plasma.

significativos
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Afio Casos Controles Tipo de muestra mMiRNA Disregulacion
AAA (> 50mm o Auselnma dgdAAA (excluido Mugefgt(as de sangre miR-15a Infraexpresado
imiento > 10mm) por u'tlrasom 0) con EAP perterica. miR-30a-5p Infraexpresado
R. Spear 2015 | crecimien aortoiliaco/femoral. Anélisis del plasma.
n=20 n=17
Screening: AAA grandes Screening: controles sanos | Muestras de sangre | miR-15a Infraexpresado
(> 55mm) (AAA excluido mediante periférica. miR-15b Infraexpresado
n=15 ultrasonido) Andlisis de sangre miR-29b Infraexpresado
total en screeningy | miR-148b Infraexpresado
de sangre total y miR-374a Infraexpresado
plasma en
validacion. miR-181a Sobrexpresado
miR-125a Sobrexpresado
miR-125b Sobrexpresado
miR-19a Sobrexpresado
PW. Stather 2015

Validacién: AAA (> 30
mm)

n=20

(También grupo EAP
definido por claudicacion
+ hallazgos ecogréficos,
n=40, no incluidos en esta
revision)

Validacion: post-AAA
reparacion, controles
sanos no AAA (excluido
mediante ultrasonido),
controles EAP
(claudicacién + hallazgos
ecograficos).

n=120 (40, 40, 40)
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Afo Casos Controles Tipo de muestra mMiRNA Disregulacion
AAA (dilatacién focal > Controles sanos (AAA Muestras de sangre R
iy . . . . esultados no
50% del diametro excluido mediante periférica. Ninguno significativos
W. Zhang 2015 | normal en TC) ultrasonido)
Screening n=10 Screening n=10 Andlisis de plasma
Validacion n=60 Validacion n=60 combinado.
AAA (reparacién | EAP, revascularizacién | Muestras de sangre | miR-29c-3p Sobrexpresado
quirurgica electiva) quirdrgica  electiva  (no | periférica.
S. Licholai 2016 definido como se excluyd | Andlisis del plasma.
AAA)
n=52 n=51
A. Wanhainen 2017 | Pacientes  masculinos | Controles sin AAA (excluido | Muestras de sangre | miR-15a Infraexpresado
con AAA (= 30 mm, | mediante ultrasonido) periférica. miR-15b Infraexpresado
seguimiento = 6 meses, Analisis del plasma. | miR-223 Infraexpresado
reduccion < 5mm) miR-29c-3p Infraexpresado
miR-30a-5p Infraexpresado
miR-19a Infraexpresado
miR-148b Infraexpresado
miR-125b Infraexpresado
miR-148a Infraexpresado
n= 169 (85 clasificados | n=48 )
como lento crecimiento, miR-155 Sobrexpresado
84 como rapido) miR-181a Sobrexpresado
miR-374a Sobrexpresado
miR-125a Sobrexpresado
miR-195 Sobrexpresado
Pacientes  masculinos | Controles sanos (AAA | Muestras de sangre | miR-27b-3p Sobrexpresado
con AAA excluido mediante | periférica. miR-221-3p Sobrexpresado
E. Plana 2020 ultrasonido), n=16 Andlisis del plasma.
Screening n=7 Control estenosis carotidea
Validacion n=30 significativa, n=11
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7.3 miRNAs en tejido

Conocer los miRNAs alterados en muestras tisulares de pared adrtica,
ademas de en plasma, nos podria dar una informacién muy relevante
para poder comprender mejor la fisiopatologia, la historia natural y las
vias implicadas en el desarrollo de AAA. La coincidencia en su
disregulacion permitiria confirmar su papel como factores de riesgo vy,
eventualmente, ofrecer un tratamiento clinico mas individualizado. La
Tabla 14 resume los resultados mas relevantes publicados hasta la

fecha sobre miRNAs en tejido de pacientes con AAA.

En base a los resultados obtenidos en la etapa de cribado en plasma
de nuestro estudio, junto con una revision exhaustiva en la bibliografia,
seleccionamos 17 miRNA que cuantificamos en la pared adrtica de
pacientes con AAA y en tejido adrtico sano de donantes de 6rganos
tanto para validar y confirmar las disregulaciones halladas en plasma
como para validar los resultados previamente descritos por otros
autores. Seis de estos miRNAs aparecieron infraexpresados (miR-
133a, miR-133b, miR-1, miR-195-5p, MiR-29b-3p, MiR-27b-3p) vy
cuatro, sobrexpresados (miR-103a-3p, miR-146a-5p, miR-144-3p,
miR-21-5p) en las muestras quirdrgicas de AAA (Tabla 11).
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Con respecto a los miRNAs infraexpresados, hemos observado una
disminucién de los niveles de miR-133a, miR-133b y miR-1 muy
similar, de entre -4,4 y -4,6 veces en tejido de pacientes con
aneurismas respecto a los valores de expresion en tejido de donantes
de 6rganos. Estos miRNAs han sido ampliamente estudiados en otras
patologias cardiovasculares como en la isquemia miocardica®’, la
enfermedad de Chagas®!, la remodelacién auricular y diversas
arritmias®?2. Por lo que respecta al AAA, nuestros resultados
concuerdan con los de Pahl et al?®?, que también observaron una
disminuciéon de miR-133a y miR-133b al comparar el tejido de 41
pacientes con AAA con 12 muestras de tejido arterial obtenido de
autopsias. En la misma linea, Araujo et al®®*® confirmaron estos
resultados al observar también una infraexpresion de miR-133a y miR-
133b en un array de expresion de 6 muestras de tejido de pacientes
con AAA frente a 6 muestras de tejido arterial de donantes de 6rganos,
aungue, posteriormente, no los seleccionaron para su validacién en

una cohorte independiente.

Aungue en estos estudios no se hace referencia al miR-1, se sabe que
miR-1 y miR-133a se expresan en el mismo clister cromosémico®*
(estructura citogenética que recoge todos los genes que componen
una familiar multigénica en una localizacién del mismo cromosoma),
por lo que tiene sentido que los niveles de expresion y regulacion de

miR-1 y miR-133a presenten niveles similares
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Con respecto a la posible funcién de miR-133a, miR-133b y miR-1 en
el estudio de Pahl et al®®2 se sugeria su implicacion en el desarrollo del
AAA a través de la regulacién del balance proliferacion/apoptosis de
las CMLV, puesto que se observaba un alto recambio celular en aortas
patoldgicas. En otros estudios adicionales en cultivos celulares, se ha
observado que una disminucién de los niveles de miR-133a y miR-
133b favorece el remodelado vascular y el cambio fenotipico de las
CMLV de contractii a proliferativo®®, fenémeno observado en
patologias que implican dafio vascular como el AAA vy la

aterosclerosis.

Por otro lado, miR-195-5p, que tiene como dianas los genes que
codifican algunas de las proteinas de la MEC y a las MMPs, también
aparecio infraexpresado -1,5 veces en tejido de pacientes con AAA.
En un estudio previo, Zampetaki et al**® observaron una disminucién
de miR-195-5p en plasma de pacientes con AAA con respecto a
controles sanos. Detectaron, ademas, una correlaciéon negativa con el
diametro aortico al analizar los niveles de dicho miRNA en todos los
pacientes participantes en su programa de screening (n=73). Sin
embargo, en lo referente a los niveles de este miRNA en tejido,
nuestros resultados difieren de otros anteriormente publicados. Asi,
Liang et al’*® describen un aumento de este miRNA en tejido de
pacientes con AAA frente a controles, mientras que Araujo et al**3 no
observan diferencias significativas. No sabemos a qué podrian
deberse, en este caso, las discrepancias observadas entre los
distintos trabajos, no obstante, estudios in vitro y en animales de
experimentacion han atribuido al miR-195-5p funciones opuestas en el
desarrollo del AAA.
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Asi, Liang et al?®® le atribuyen un papel de inductor a través de la
disminucion de su diana Smad 3, un regulador de la via TGF-B, cuya
inhibicion se ha relacionad con la formacion de los AAA. Por el
contrario, Ma et al*®®, sugieren un papel protector del miR-195-5p,
principalmente debido a una accion antiinflamatoria a través de las
vias TNF-a y VEGF. Por tanto, es interesante continuar explorando el
posible papel del miR-195-5p y esclarecer su posible implicacién en la
fisiopatologia de los AAA.

El papel de miR-29b-3p ha sido ampliamente explorado in vitro y en
modelos murinos, pero su posible papel en el desarrollo de AAA
todavia sigue siendo controvertido. Una de sus funciones mas
estudiadas es la de modular la respuesta fibrotica de la pared aértica
a través de la regulacion de los genes codificadores de diversas
isoformas del colageno (COL1A1, COL1A2, COL3A1)?%272  asi como
de la fibrillina-1 (FBN1)'#2"1y |a elastina (ELN)?".

En nuestro estudio hemos observado una infraexpresion de este
MiRNA -1,4 veces en tejido aneurismatico respecto a tejido sano. Esto
se ha podido observar también en modelos murinos (de infusién de
PPE, elastasa pancreatica porcina, en ratones C57BL/6 y de infusion

de Angll en ratones ApoE™).

En el estudio publicado por Maegdefessel et al*®® observaron que miR-
29b fue el Unico de la familia de miR-29 que aparecia infraexpresado
tanto en la fase de formacién como en la de desarrollo de los AAA in

Vivo en estos modelos.
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En otro estudio del mismo grupo, se observd un patrén similar de
infraexpresién de miR-29b y un aumento de expresion de sus genes
diana in vitro en cultivos celulares de aorta humana en comparacion
con el de los controles de donantes de 6rganos. Ademas, en esta
investigacion, se proponia a los fibroblastos aérticos como el tipo de
célula vascular mediadora de los efectos profibroticos de miR-29b.
Finalmente, en este estudio de Maegdefessel se corroboran estos
resultados (la disminucién de los niveles de miR-29b y el aumento de
la expresion de los genes de colageno) en muestras de tejido aortico
humano de pacientes con AAA (n=15) con respecto a donantes de
organos sin AAA (n=5), lo que concuerda con lo observado en nuestro
trabajo.

Estos datos podrian sugerir que la manipulacion terapéutica de miR-
29b y sus genes diana podria ser una estrategia prometedora para
limitar la progresion de la enfermedad de AAA y proteger de la rotura.

En contraste con nuestros hallazgos y los de Maegdefessel, Kin et al?%
detectaron una sobrexpresion de miR-29b en tejido de pacientes con
AAA sometidos a cirugia de reparacion adrtica (n=13) al compararlo
también con pacientes sometidos a cirugia de reemplazo valvular
(n=7). Sin embargo, los miRNAs que detectaron sobrexpresados en
tejido, aparecieron significativamente infraexpresados en el plasma de
pacientes con AAA al compararlos con controles sanos y con

pacientes con enfermedad coronaria.
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Es probable que la diferencias en los resultados se pueda deber a la
disparidad respecto al muestreo, factores de riesgo asociados de los
pacientes seleccionados, la gravedad de la dilatacion aértica o la
posible inclusién sustancial de trombo o placa de ateroma durante la

extraccion de tejido.

Finalmente, hemos observado una infraexpresion de los niveles
tisulares de miR-27b-3p a la mitad en pacientes con AAA respecto a
donantes. Nuestros resultados concuerdan con los publicados por
Cerna et al*¥’, quienes observaron una infraexpresion de miR-27b-3p
en aneurismas de gran tamafno (n=6) respecto a AAA de pequefio
tamafio (n=10) y al compararlo con controles sanos (n=5). Estos
autores apoyan la hipétesis de que la infraexpresién de los miRNAs de
la familia miR-23/27/24 promueve una disregulacion de la
angiogénesis, controla la proliferacion, funcion y apoptosis de las
células musculares lo que, junto con su efecto proinflamatorio, puede

contribuir al desarrollo o progresion del AAA.

Sorprendentemente, aunque en nuestro estudio miR-221-3p y miR-
27b-3p aparecian elevados en plasma de pacientes con AAA, en tejido
hemos observado una disminucién de miR-27b-3p y no hemos

encontrado diferencias significativas en los niveles de miR-221-3p.
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Otros autores también encuentran discrepancias entre los niveles de
expresion plasmaticos vy tisulares de determinados miRNAs. Asi, Kin
et al?®® observaron que algunos miRNAs que estaban sobrexpresados
en el tejido de AAA, tales como miR-29b, miR-124a, miR-155 y miR-
223, aparecian reducidos de manera significativa en el plasma de
pacientes con AAA respecto a controles sanos. En este estudio se
postula una hipéGtesis para explicar esta dinAmica en la que las
disregulaciones locales son mas acentuadas y que los miRNAs
circulantes reflejan un estado sistémico que no es un fiel reflejo de lo

que ocurre a nivel local.

Es necesario, por tanto, realizar investigaciones adicionales in vitro y
en animales de experimentacion, asi como estudios en muestras
pareadas (tejido/plasma) en humanos para elucidar el origen de estas

discrepancias observadas.

Con respecto a los miRNAs con expresion aumentada en tejido de
pacientes con AAA, hemos visto una ligera sobrexpresion de miR-
103a-3p de 1,3 veces en tejido de AAA frente a controles. Hasta la
fecha, no se ha publicado ningun articulo en el que se cuantifique la
expresion de 103a-3p en tejido humano procedente de AAA. Sin
embargo, Jiao et al®*’ estudiaron el posible papel de este miRNA en
un modelo murino in vitro de AAA inducido por Angiotensina II.
Observaron que una disminucién en el miR-103a-3p junto con un
aumento de la expresion proteica de una de sus dianas ADAM10
(proteina que contiene el dominio de desintegrina y metaloproteinasa
10) que podian estar relacionadas con la formacion y el desarrollo de
los AAA.
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En este articulo ademas postulan que un aumento en miR-103a-3p
podria tener un efecto protector frente al AAA al disminuir la expresion
de ADAM10. La sobrexpresibn de miR-103a-3p observada en
nuestras muestras de tejido podria deberse, por tanto, a la activacion
de una respuesta compensatoria sélo detectable en fases mas tardias
de la patologia ya que, al contrario que en los modelos murinos en los
gue es estudian las etapas iniciales de la formacion de AAA, las
muestras obtenidas en humanos corresponden a un estado avanzado

de la enfermedad.

En nuestro estudio, miR-146a-5p y miR-144-3p presentaron las
mayores diferencias de expresion entre pacientes y controles,
apareciendo sobrexpresados 5,8 y 7,2 veces, respectivamente (Tabla
11).

Con respecto a miR-146a-5p nuestros resultados concuerdan con la
mayoria de los grupos. El primer estudio realizado en humanos en el
que se observé un aumento de miR-146a-5p en tejido fue el de Kin et
al?®3, en el que se vio esta diferencia al comparar las muestras de tejido
de 13 pacientes intervenidos para reparacion de AAA frente al tejido

de aorta de 7 pacientes intervenidos para sustitucién valvular aortica.

Posteriormente, Pahl et al?®?2 observaron los mismos resultados al
comparar 12 muestras de controles con 41 muestras de tejido adrtico
con AAA reparado quirGrgicamente. Venkatesh et al®*® también
detectaron un patron diferencial de miRNAs alterados en AAT (n=11)
y AAA (n=3) frente a controles (n=8) en el que observaron una

sobrexpresion de miR-146a solo en pacientes con AAA.
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Finalmente, Zhang et al**° también registraron una sobrexpresion de
este miRNA en suero y tejido adrtico de pacientes con AAA. En este
ultimo trabajo se plantea la hipétesis de que miR-146a suprime
factores de inflamacion en sangre periférica (TNF-a, IFN-y y PCR) en
pacientes con AAA al dirigirse a CARD10 (proteina 10 de
reclutamiento de caspasas) y bloquear la progresion de los AAA a
través de la via CARD10/SIRT1/p65.

El miR-146a-5p es uno de los miRNAs mas estudiados in vitro y en
modelos animales en cuanto a su relacion con la formacion y el
desarrollo del AAA, particularmente a través de la respuesta
inflamatoria mediante la regulacion de la expresion de las citoquinas.
Tras un estimulo bioquimico producido por TNF-a, se induce la
expresion de miR-146a/b, lo que regula TRAF-6 (proteina de la familia
de las TNF receptor associated factor) que interactda con la quinasa

IRAK-1 (Interleukin-1 receptor-associated kinase 1)360-362,

Ademas, este miRNA puede regular los cambios fenotipicos en los
macrofagos (M1/M2) desde el fenotipo de activacion clasica (M1) al de
activacion alternativo / reparador (M2) y mediar el trasporte de lipidos
y la liberacion de citoquinas®2. También se ha relacionado con la
migracion y proliferacion de las CMLV?%*, Finalmente, miR-146a-5p se
expresa tanto en las células endoteliales como en las células
sanguineas para inducir una respuesta inflamatoria celular y proteger

los vasos sanguineos, respectivamente.
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Por otro lado, en lo que respecta al miR-144-3p, sélo un estudio
reciente publicado por Lareyre et al*'® exploré sus niveles en tejido de
AAA. En este estudio se incluyeron 10 pacientes diabéticos con AAA
y se compararon con 10 pacientes no diabéticos con AAA. Se realiz6
un analisis de 752 miRNAs tanto en las células mononucleares de
sangre periférica como en tejido. Se observd una sobrexpresion de
miR-144-3p, entre otros, en pacientes con AAA y diabetes, frente a los
no diabéticos, por lo que se postuld una relacion entre el aumento de

miR-144-3p y la diabetes en pacientes con AAA.

También se ha sugerido una relacién entre el miR-144-3p y los
mecanismos de aterogénesis, lo que podria relacionarlo de manera
indirecta con el AAA. En un estudio publicado por Hu et al®®® realizado
en modelos murinos que incluian 40 ratones (20 controles, 20 ApoE™)
sugeria que el miR-144-3p podria regular ABCA1 (ATP Binding
Cassette trasnporter Al) en los macréfagos, lo que podria contribuir a
la formacién de la placa de ateroma al alterar el transporte inverso del

colesterol y al promover la produccion de citoquinas proinflamatorias.

Asi pues, miR-144-3p podria estar relacionado con el desarrollo de los
AAA a través de la induccion de la arterioesclerosis o por su
interferencia en las vias del metabolismo de la glucosa. Sin embargo,
los estudios aln son escasos para extraer conclusiones sélidas y su

posible implicacién en la patologia deberia estudiarse mas a fondo.
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Finalmente, hemos observado una sobrexpresion de miR-21-5p de
1,9 veces en tejido de pacientes con AAA. En el caso de este miRNA
si parece haber una relacién clara en la mayoria de los estudios
publicados, en los que se ha detectado una sobrexpresion en tejido de
AAA,

Nuestros hallazgos concuerdan con la mayoria de las publicaciones
previas, ya comentadas, en las que se identific6 miR-21 como un
modulador clave en la proliferacion y apoptosis de las CMLV durante
el desarrollo de los AAA. Entre ellos aparecen los publicados por Kin
et al?®® y por Pahl et al?®? en los que se objetivd una sobrexpresion de
miR-21-5p en tejido aneurismatico de AAA en humanos; el publicado
por Maegdefessel et al*®> en modelos murinos y tejido aértico humano
en los que la expresion de este miRNA aumentaba a medida que se
desarrollaba el AAA; y el publicado por Cheuk et al’® en el que
aparecia una sobrexpresion de este miRNA en CMLV humanas de

muestras quirdrgicas de AAA.

Unicamente, el grupo de Busch et al*®® observé en sus estudios una
infraexpresion de este miRNA al comparar la actividad de miR-21 en
42 muestras de AAA frente a 12 aortas ateroescleréticas no
aneurismaticas. Ademas, se observd que la regulacion de miR-21
dependia del estado inflamatorio de la pared. En este estudio también
se incluyeron 8 muestras de aneurismas popliteos. En este caso, si se
observé sobrexpresion de miR-21-5p respecto a tejido no

aneurismatico.
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MiR-21-5p es uno de los primeros que se relaciondé con la
remodelacién vascular. Se ha sugerido que el aumento de miR-21-5p
podria ser consecuencia de la respuesta fisioldgica para contrarrestar
el desarrollo de la enfermedad aneurismética ya que, en modelos
animales, Maegdefessel et al?®® publicaron que un aumento de miR-
21 ejercia un efecto protector sobre el desarrollo del AAA inducido por
nicotina, mientras que un el bloqueo de su accion con un antimiR
aumentaba el desarrollo de esta patologia. La sobrexpresion lentiviral
(portador de la transfeccion) de miR-21 induce la proliferacion celular
y disminuye la apoptosis en la pared adrtica, con efectos protectores
sobre la expansion del AAA. En este mismo estudio, sugieren que una
de las vias de accion de miR-21-5p seria a través de la disminucién de
los niveles de una de sus dianas, PTEN (homélogo de la fosfatasa y
la tensina). Un incremento de miR-21-5p conduce a una disminucion
de PTEN, lo que provoca un incremento de la fosforilacion y activaciéon
de AKT, con marcada accion antiapoptética, disminuyendo la muerte
de las CMLV en la pared vascular y por tanto protegiendo de la

degradacion adrtica.
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Ademds, también se ha visto sobrexpresado en las células
endoteliales, donde podria estar regulado por la tension de
cizallamiento. En el estudio de Wei et al®*® se postula que varias
enfermedades cardiovasculares, como la reestenosis, la patologia
aneurismatica y la aterosclerosis, conducen a una remodelacién
vascular asociada con reacciones adaptativas complejas de diferentes
poblaciones celulares. Estas reacciones incluyen desde el crecimiento
de las CMLYV, hasta la proliferacion de células endoteliales, pasando
por la respuesta inflamatoria de los macrofagos. Estos autores
revisaron los mecanismos moleculares de un subconjunto de miRNA
involucrados en la remodelacién vascular, incluidos miR-143/145,
MiR-221/222, miR-126, miR-21 y miR-155. Demostraron que algunos
de estos miRNA, como miR-143/145 y miR-126, son protectores
durante la remodelacion vascular, mientras que otros, como el miR-
21, pueden promover la respuesta celular que conduce a la formacion
y proliferacién de la neointima vascular. Asi pues, aunque sus vias de
actuacion pueden ser multiples y complejas y aln se desconoce el
alcance completo de estas regulaciones en el contexto del AAA, si que
parece haber una tendencia al incremento de este miRNA en la zona

de la lesion.

Asi pues, en resumen, nuestros resultados en tejido corroboran, en
gran medida, los resultados anteriores?%3266.282 y refuerzan la

implicacion de los miRNAs en la patologia aneurismética (Tabla 14).
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No obstante, al igual que lo observado en el plasma, en el caso del
tejido, algunos resultados difieren entre grupos, poniendo de
manifiesto la importancia de continuar con las investigaciones sobre el
papel de los miRNAs en la fisiopatologia y el desarrollo de los AAA,
asi como la necesidad de homogeneizar la metodologia en sus

determinaciones y controles
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Tabla 14. Resumen de los estudios mas relevantes de expresion de miRNA en tejido de pacientes con AAA. Extraido de lyer et
al®%, AAA: aneurisma de aorta abdominal, National Disease Research Interchange (NDRI, Philadelphia, PA).

Afio Casos Controles miRNA Disregulacion
AAA grandes (cirugia abierta) Aorta ascendente en miR-93 Sobrexpresado
sustitucion aértica miR-155 Sobrexpresado
miR-21 Sobrexpresado
. miR-29b Sobrexpresado
K. Kin 2012 miR-27b Sobrexpresado
miR-146a Sobrexpresado
miR-331-3p Sobrexpresado
n=19 n=7
AAA grandes (cirugia abierta) Biopsias de aorta no miR-21 Sobrexpresado
aneurismatica recogidas en miR-133b Infraexpresado
autopsias o del National miR-146a Sobreexpresado
Disease Research miR-331-3p Infraxpresado

MC. Pahl 2012 Interchange (NDRI,

Philadelphia, PA).

Screening n=5 Screening n=5

Validacion n=36 Validacion n=7

AAA grandes en no fumadores | Donantes de érganos sin miR-21 Sobrexpresado
(cirugia abierta) aneurisma

n=5 n=5

AAA grandes en fumadores
(cirugia abierta)
n=8

L. Maegdefessel 2012

Diametro aoértico: 57-68 mm
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Afio Casos Controles miRNA Disregulacion

AAA grandes (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma | miR-29b Infraexpresado
L. Maegdefessel | 2012 | -15 n=5

Diametro adrtico: 59-68 mm

AAA (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma | Ninguno F\’_esy!tad_os no
BL. Cheuk 2014 significativos

n=6 n=6

miR-93 Sobrexpresado
£ Biros 2014 Pared de AAA (> 50 mm) Cuello de AAA (> 50 mm) MiR-155 Sobrexpresado
’ Screening n=10 Screening n=10

Validacion n=6 Validacion n=6

Secciones de AAA humanas Secciones de aorta normal fijadas miR-21 Sobrexpresado
CW. Kim 2014 | fijadas en parafina en parafina miR-133b Sobrexpresado

n=5 n=4

AAA grandes (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma | miR-27b Infraexpresado
L. Maegdefessel | 2014 | n=22 n=14

Diametro aortico: 52-115 mm

AAA grandes (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma | Ninguno R_esy!tad_os no
PW. Stather 2015 significativos

n=19 n=10

L . , . . . Resultados no

R. Spear 2015 AAA (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma | Ninguno significativos

n=30 n=14

AAA (cirugia abierta) Aorta no aneurismatica (no definido) | miR-21 Infraexpresado
A. Busch 2016 | screening n=4 Screening n=4

Validacion n=19 Validacion n=11
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Afo Casos Controles miRNA Disregulacion
miR-193a-3p | Infraexpresado
AAA (cirugia abierta) Donantes de 6rganos sin aneurisma miR-125b-5p | Infraexpresado
N. Araujo 2019 | Screening n=6 n=6 miR-150-5p Sobrexpresado
Validacion n=18 (un total de
59 miRs)
miR-1 Infraexpresado
miR-27b-3p Infraexpresado
miR-29b-3p Infraexpresado
miR-133a-3p | Infraexpresado
E Plana 2020 ﬁzAéAl(cirugia abierta) E:gantes de 6rganos sin aneurisma m:giggbsp :m:ggigizggg
miR-146a-5p | Sobrexpresado
miR-21-5p Sobrexpresado
miR-144-3p Sobrexpresado
miR-103a-3p | Sobrexpresado

Tesis Doctoral Laura Galvez Nuiez

195




Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

7.4 miRNAs in silico

Una de las ventajas que nos aporta los recientes avances en la
bioinformatica es que nos permite estudiar un grupo de miRNASs en su
conjunto, mostrando las rutas en las que pueden participar y sus
dianas potenciales, de una manera global. Aplicando un GSEA (Gene
Set Enrichment Analysis), que es un método de analisis computacional
que nos permite estudiar el efecto de un grupo de genes (en este caso
de miRNAs) de manera conjunta, hemos explorado in silico las

posibles dianas de los miRNAs disregulados en las muestras de tejido.

El andlisis mediante GSEA recopila la informacién asignada en las
siguientes bases de datos: TargerScan (version 7.1), miRDB (versién
5.0) e informacién validada de miRTarBase (version 7.0). Estas bases
de datos compilan informacion tanto de las dianas validadas de los
MiRNAs, como de las dianas predichas. Se considera que una diana
esta validada, si existen estudios previos publicados en los que se ha
validado experimentalmente su regulacién y/o se ha confirmado que
existe una union real mMiRNA-mRNA. Se consideran dianas predichas
si la unibn MIRNA-mRNA se ha calculado Unicamente de manera
tedrica en funcion de la complementariedad de su secuencia y de la

energia libre de unién entre las dos moléculas.
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Estas aproximaciones bioinformaticas posibilitan, ademas, estudiar los
principales procesos bioldgicos (BP), funciones moleculares (MF) y
componentes celulares (CC) segun la clasificacion GO (Gene
Ontology) en las que pueden estar implicadas las moléculas dianas,
asi como las vias en las pueden estar participando segun la

informacién contenida en KEGG, todo ello de manera integral.

En nuestro estudio, mediante este tipo de andlisis, se observé, en
primer lugar, que tanto la MEC como la membrana basal, las cuales
juegan un papel relevante en el desarrollo de AAA%7-3¢8  agparecian
entre los principales Componentes Celulares relacionados con los
miRNAs disregulados. Por otro lado, la cascada de sefalizacion
transduccional de las quinasas ERK1/2, la respuesta a estimulos
mecanicos y la regulacion de los procesos metabdlicos de los lipidos,
la generacién de especies ROS y el metabolismo de los carbohidratos
son algunos de los procesos bioldgicos en los que estos miRNAs
podrian estar involucrados. Todos estos procesos estan relacionados

directa o indirectamente con los AAA389-371,

Analizando de manera individual cada uno de los genes
potencialmente regulados por los miRNAs estudiados, observamos
gue algunos podrian ser diana de mas de un miRNA disregulado en
tejido. En particular, el gen THBS2 podria estar regulado hasta por tres
de estos miRNA (miR-144a-3p, miR-21-5p y miR-195-5p).
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Este gen codifica la proteina Trombospondina 2, de la familia de las
trombospondinas, que es una glicoproteina multifuncién liberada por
varios tipos de células, incluidos los fibroblastos estromales, las
células endoteliales y las células inmunitarias®’?, y que desempafia un
papel importante en las diversas enfermedades cardiovasculares tales
como el infarto de miocardio, la hipertrofia cardiaca, la insuficiencia
cardiaca y la estenosis valvular aértica®®. La THBS1 es el miembro
mas conocido de esta familia, mientras que la THBS2 no ha sido
estudiada todavia en profundidad.

Esta proteina media las interacciones célula-célula y célula-MEC y
ejerce sus diversos efectos biolégicos tales como angiogénesis,
motilidad celular, apoptosis y la organizacion citoesquelética al unirse
con proteinas de la MEC vy receptores de la superficie celular®7437,
Ademas, se cree que modula la adhesién celular de los fibroblastos,
regulando la disponibilidad de MMP2 en la MEC®*’ y es capaz de
promover la expresion de MMP13 y la migracion celular®”®. Asimismo,
un estudio reciente in vitro ha demostrado que THBS2 también induce
la proliferacion de las CMLV?®"® y se ha visto que la expresion de esta
proteina en suero se correlaciona con la mortalidad cardiovascular en

pacientes con AAA3,

El gen THBS2 ya habia sido previamente relacionado con
enfermedades cardiovasculares®! e incluso un estudio previo
relacionaba un polimorfismo en el gen THBS2 con los aneurismas de
aorta toracica®®2. En cuanto a su relacion con los AAA, hasta la fecha,
s6lo tenemos constancia de un estudio que explora los niveles de
THBS2 en humanos?®*3, Asi pues, consideramos una diana candidata

para su estudio en tejido de pacientes con AAA.
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Ademéas del gen que codifica la trombospondina-2, analizamos
cuidadosamente el resto de posibles genes dianas obtenidos a partir
del GSEA, y teniendo en cuenta la clasificacién del GO, las posibles
rutas de actuacién y la bibliografia previa, seleccionamos otras 4
proteinas para su cuantificacion en tejido: LASP1, ITGAV, LAMB3 y
COL11A. LASP1 es una proteina del citoesqueleto que se une a la
actina, proteina estructural implicada en la migracion celular y la
quimiotaxis®*. ITGAV pertenece a una familia de proteinas receptoras
de la MEC relacionada con la angiogénesis y los AAA'S, LAMB3 es
una proteina de la MEC incluida en la familia de las lamininas y cuya
relacion con los aneurismas de aorta toracica ya ha sido estudiada
previamente®®. COL11A1 es un colageno fibrilar menor, estructural y
biol6gicamente relacionado con el colageno tipo V, eventualmente

implicado en la patologia aneurisméatica®®®.

En nuestro estudio, no fuimos capaces de cuantificar LAMB3 y
COL11A1 en muestras de tejido, probablemente debido a los bajos
niveles de estas proteinas en pared arterial. Si que observamos
niveles ligeramente superiores, aungque no significativos, de LASP1 e
ITGAV en tejido de pacientes con AAA respecto a tejido procedente
de donantes de 6rganos. No hemos encontrado en la bibliografia,
ningun otro estudio que correlaciones estas proteinas con los AAA, por

lo que deberian ser objeto de nuevos estudios.

Por contra, si observamos niveles significativamente mayores de
THBS2 en tejido de pacientes que en controles. Hasta la fecha,
Unicamente un estudio previo publicado por Didangelos et al®3
describe también una sobrexpresion de THBS2 en tejido humano de
AAA,

Tesis Doctoral Laura Galvez Nuiez

199



Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

En nuestro estudio, ademas, se ha observado una correlacion
negativa entre los niveles de THBS2 y los de miR-195-5p, lo que
sugiere que THBS2 podria ser una diana real de miR-195-5p y no solo
una diana predicha. De hecho, se ha visto que THBS2 y miR-195-5p
podrian ejercer un efecto contrario sobre las CMLV, induciendo o
inhibiendo su proliferacion, respectivamente®’°38’, |os futuros estudios
in vitro en cultivos celulares e in vivo en modelos animales permitiran
analizar de forma controlada nuestros hallazgos preliminares de esta
regulacion de THBS2 por el miR-195-5p y proporcionaran mas

informaciéon sobre los mecanismos moleculares involucrados.
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7.5 Limitaciones del estudio

En primer lugar, una de las limitaciones del estudio realizado en
plasma, es la diferencia de edad entre el grupo de pacientes con AAA
y los grupos control. A pesar del envejecimiento de la poblacién y del
aumento de la calidad de vida, encontrar un buen grupo control para
los estudios de enfermedades vasculares es una tarea complicada por
la elevada incidencia de otro tipo de patologias y alteraciones que

podrian condicionar los resultados.

Para evitar que la edad afectase a nuestros resultados, la diferencia
de expresion de los distintos miRNAs circulantes se ha ajustado en un
modelo multivariable en el que se ha incluido la edad como variable
confusional. Por ello, muchos de los mMIRNAs aparentemente
disregulados en pacientes no resultaron significativos tras el analisis
multivariable. Este tipo de ajuste, aunque necesario para evitar la edad
y otros factores de riesgo como variables confusionales, puede
hacernos descartar algunos miRNAs que podrian estar realmente
relacionados con la patologia. Ademas, nuestro estudio se realiz6 en
un conjunto relativamente pequefio de muestras, especialmente en la
etapa de cribado, lo que dificulta la realizacién de un modelo predictivo
sélido. Por consiguiente, es necesario ampliar los estudios en
poblaciones de mayor tamafio para aumentar la potencia estadistica

de los resultados, siendo asi mas robustos.
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Por otro lado, nuestro estudio de casos y controles incluye pacientes
que ya habian sido diagnosticados de AAA en el momento de la
inclusién. Por tanto, no podemos asegurar si la alteracién de los
MIiRNA es causa o consecuencia del AAA. Los estudios prospectivos
aclararian esta cuestion, sin embargo, requieren el reclutamiento de

una gran cantidad de pacientes y un seguimiento a largo plazo.

Por otra parte, una limitacion del estudio realizado en muestras de
tejido es el bajo nimero de donantes de tejido sano. Esto se debe,
principalmente, a que normalmente la aorta abdominal infrarrenal se
extrae junto con los rifiones, el explante para donacién de 6rganos
mas frecuente en Espafia®®, por lo que en pocos casos se puede
obtener una muestra de aorta infrarrenal adecuada. Estudios
colaborativos con otros centros, junto con el auge de los biobancos de
investigacion como via de almacenamiento de muestras biolégicas
permitiran, en un futuro proximo, disponer de un mayor numero de
muestras accesibles para investigacion y con una garantia de

trazabilidad.

Por otro lado, los resultados obtenidos de muestras tisulares no
pudieron ajustarse en un modelo multivariable y, por tanto, no pudo
descartarse ni la edad ni otros factores de riesgo como variables
confusionales. Esto se debe a que el tejido control procedia de
donantes de o6rganos y, para garantizar la confidencialidad y el
cumplimento de la ley de proteccién de datos, estas muestras se
almacenan de manera anonimizada en el biobanco y no se pueden

obtener los datos clinicos de los donantes estudiados.

202 Tesis Doctoral Laura Galvez Nufez



Discusion

Otra de las principales limitaciones del estudio es que las muestras de
plasma no corresponden a los mismos pacientes de los que se extrajo
la muestra de tejido aodrtico, puesto que dichas muestras tisulares
pertenecian a una coleccién previa depositada en el Biobanco de la
Fe, de las que no se disponia de plasma pareado. La mayoria de las
muestras de plasma pertenecen a pacientes tratados mediante REVA,
de los cuales no disponemos de tejido adrtico. Ademas, los controles
empleados en el estudio de tejido pertenecen a donantes de 6rganos.
Este tipo de grupo control no es el apropiado para la obtencion de
muestras de plasma ya que, en la mayoria de los casos, antes de la
extraccion de 6rganos los sujetos se encuentran en circunstancias
extremas que podrian alterar las moléculas circulantes, afectando asi

a los resultados.

Asi pues, se requieren estudios adicionales en muestras pareadas de

tejido y plasma para corroborar nuestros resultados.

Otros estudios han sugerido previamente diferentes fuentes de tejido
como posibles controles?°3282.288: sin embargo, su uso también implica

varias limitaciones.

Por otra parte, el estudio de la trombospondina como diana del miR-
195-5p se ha realizado in silico es decir, a través de algoritmos
informaticos que explotan la informacion disponible en diversas bases
de datos publicas que basan la posible interaccion miRNA-mRNA en

la complementariedad de su secuencia.
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El hecho de encontrar miRNA y proteina disregulados en tejido y con
una correlacion negativa, refuerza la idea de que podria tratarse de
una diana real y no solo de una diana posible (putativa). Sin embargo,
para validar esta relacion y confirmar que la trombospondina es una
diana real del miR-195-5p seria necesario complementar los estudios
de la presente tesis con estudios de expresion in vitro, en tejidos
celulares y mediante ensayos de unién con luciferasa en los que se

podria constatar si existe una union directa miRNA-mRNA.

204 Tesis Doctoral Laura Galvez Nufez



Discusion

7.6 Lineas futuras de investigacion

Como hemos comentado, los niveles elevados de THBS2 en tejido de
pacientes con AAA, y su correlacion negativa con los niveles de su
MIiRNA regulador miR-195-5p sugieren que podria tratarse de una
diana real y no sélo putativa de este miRNA. Sin embargo, nuestros
hallazgos podrian ser circunstanciales y no permiten establecer

causalidad.

Es necesario completar la investigacion con estudios in vitro de
regulacion de expresion y de comprobaciéon de union miRNA-mRNA
para poder confirmar la regulacion directa miRNA-diana, identificando
asi nuevas rutas que podrian estar participando en el desarrollo del
AAA. Para ello, estd prevista la puesta en marcha de nuevos
experimentos en los que se transfectaran cultivos celulares con
mMiRNAs sintéticos (mimic y antimiR) del miR-195-5p y se estudiara su

efecto en la variacion de la expresion de las proteinas diana

Ademas, se comprobara si se produce una union verdadera entre
MiRNA-mRNA, mediante un ensayo con un gen reportero de la
luciferasa en el que la union MIRNA-mRNA se traducira en una

disminucion de la actividad de ésta.

Aungue el estudio de las proteinas dianas de los miRNAs se ha
limitado a 5 por una cuestion eminentemente practica y economica,
seria interesante poder explorar la expresion de otras posibles dianas
en tejidos de pacientes con AAA para investigar nuevas rutas

involucradas en la patologia aneurismatica.
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Ademas, el aumento de LASP1 e ITGAV en muestras tisulares,
aunque no resulté significativo, abre puertas al estudio mas exhaustivo

de esas proteinas y su posible implicacion en el desarrollo de los AAA.
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8 CONCLUSIONES

1. En este estudio, se ha identificado la sobrexpresion de miR-27b-3p
y miR-221-2p en el plasma de pacientes con AAA,
independientemente de los factores de riesgo cardiovascular clasicos
y la edad.

Estos miRNAs se encuentran elevados ligeramente en pacientes con
arterosclerosis severa, indicando que podrian ser marcadores de
patologia degenerativa o aterotrombdtica de la pared vascular.

2. miR-144-3p, miR-146a-5p, miR-21-5p y miR-103a-3p han aparecido
sobrexpresados, mientras que miR-1, miR-133b, miR-133a-3p, miR-
27-b-3p, MmiR-195-5p y miR-29b-3p se encontraron infraexpresados en
el tejido de AAA con respecto al tejido sano. Nuestros resultados en
tejido concuerdan con la mayoria de los estudios publicados al
respecto.

3. Entre las dianas de los miRNAs disreguladas en tejido, observamos
que el THBS2, el gen que codifica a la Trombospondina 2 (THBS2),
podria estar regulado hasta por 3 de los miRNAs con expresion

modificada en este estudio (miR21-5p, MiR-195-5p y miR-144-3p).
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4. |dentificamos una correlacion negativa entre logTHBS2 y miR-195-
5p. De este modo, THBS2 podria ser diana real de miR-195-5p en la
progresion del AAA y ambos podrian estar involucrados en una via
comun en el desarrollo de esta patologia.

5. En conjunto, los hallazgos de este estudio refuerzan el posible papel
de los miRNAs en la fisiopatologia de los AAA. Su variabilidad, tanto
en muestras plasmaticas como tisulares, limita su utlidad como
biomarcadores. Sin embargo, el estudio de sus dianas potenciales
permite descubrir vias de disregulacién génica y dianas especificas
para su eventual identificacion, de utilidad diagndstica, o interferencia,

con fines terapéuticos.
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Contribuciones surgidas de esta tesis

9 Fondos y premios recibidos para el desarrollo

de la actual tesis

9.1 Fondos:

e Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular
(SEACV).

9.2 Premios:

e 65° Congreso Nacional de la SEACV. Mayo 2019, Gran
Canaria. Estudio de seleccion de microRNA como posibles
biomarcadores de aneurisma de aorta abdominal. E. Plana,
L. Gélvez, P. Medina, S. Navarro, M. Miralles. Angiologia.
Volume 70, Issue 1, January—February 2018, Pages 13-18.
(Primer premio al mejor articulo original publicado en la

revista Angiologia el afio 2018).

e XXXII Congreso de la Sociedad Espafiola de
Arterioesclerosis. Junio 2019, Valencia. Estudio de la
expresion de miRNAs y sus dianas en pacientes con
aneurisma de aorta abdominal (Premio mencién especial
2019).
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e 66° Congreso Nacional de la SEACV. Octubre 2020.
Estudio de la trombospondina-2 en pacientes con
aneurisma de aorta abdominal. (Primer accesit a mejor

comunicacion).
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10 Contribuciones surgidas de esta tesis

10.1 Articulos publicados

e Estudio de seleccion de microRNA como posibles
biomarcadores de aneurisma de aorta abdominal. E.
Plana, L. Galvez, P. Medina, S. Navarro, M. Miralles.
Angiologia. Volume 70, Issue 1, January—February 2018,
Pages 13-18.

e Study of microRNA as potential biomarkers of Abdominal
Aortic Aneurism. Emma Plana, Laura Galvez, Pilar
Medina, Silvia Navarro, Victoria Fornés-Ferrer, Manuel
Miralles. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2019; 58 (6,
supplement 1): E191-E-192.

e |dentification of novel microRNA profiles dysregulated in
plasma and tissue of abdominal aortic aneurysm patients.
Emma Plana, Laura Galvez, Pilar Medina, Silvia Navarro,
Victoria Fornés-Ferrer, Joaquin Panadero, Manuel
Miralles. Int J Mol Sci. 2020 Jul; 21(13): 4600.
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10.2 Presentaciones en congresos
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7° Symposium de la Sociedad Valenciana de Angiologia y
Cirugia Vascular. Octubre de 2016, Valencia.
Cuantificacion de miRNAs circulantes en pacientes con

aneurisma de aorta abdominal.

63° Congreso Nacional de la SEACV. Junio 2017, Gijon.
Cuantificacion de miRNAs circulantes en pacientes con

aneurisma de aorta abdominal.

31 Annual Meeting European Society for Vascular
Surgery (ESVS). Septiembre 2017, Lyon. Study of
microRNAs as potential biomarkers of abdominal aortic

aneurysm.

64° Congreso Nacional de la SEACV. Junio 2018, Madrid.
Estudio de miRNAs disregulados en tejido de pacientes

con aneurisma de aorta abdominal.

32nd Annual Meeting European Society for Vascular
Surgery (ESVS). Septiembre 2018, Valencia. Study of

disregulated miRNAs in abdominal aortic aneurysm tissue.

XXXl Congreso de la Sociedad Espafiola de
Arterioesclerosis. Junio 2019, Valencia. Estudio de la
expresion de miRNAs y sus dianas en pacientes con

aneurisma de aorta abdominal.
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e 33rd Annual Meeting European Society for Vascular
Surgery (ESVS). Septiembre 2019, Hamburgo.
Quantification of target proteins regulated by miRNAs in

abdominal aortic aneurysm tissue.

e LXI Congreso Nacional SEHH y XXXV Congreso Nacional
SETH. Octubre de 2019, Valencia. Estudio del papel de los
mMiRNAs y sus dianas en el aneurisma de aorta abdominal.

e ler Congreso Virtual SEACV. Septiembre 2020. Estudio
de la Trombospondina-2 en pacientes con aneurisma de
aorta.
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Anexos

12 ANEXOS

12.1 Tampones de electroforesis y tinciones

TBS 10x
Para 1 litro:
- 3049 Tris.

- 80 g NaCL.
- 2gKClL
- Hasta 1 litro de H20 destilada.

- pH 7,4 (ajustar con HCI).

TBST 1x (0’1% Tween-20)
Para 1 litro:

- 1 ml Tween-20.

- 1 litro TBS 1x.

Tris-HCI 1M pH 6,8
Para 500 ml:
- 609 Tris.

- Hasta 500 ml de H,0 destilada.

- pH 6,8 (ajustar con HCI).

Tesis Doctoral Laura Galvez Nuiez 257



Estudio de miRNAs en la formacién de AAA en humanos

Solucién de bloqueo (5% leche en TBST)
Para 100 ml:
- 59 de leche desnatada en polvo Sveltesse (Nestle®).

- Hasta 100 ml de TBST.

Azul Coomassie para tinciéon del gel:

Para 1 litro:

- 1 g Coomassie.
- 80 ml &cido acético.
- 460 ml metanol.

- 460 ml H,O destilada.

Solucién de destincién para Azul Coomassie:

Para 1 litro:

- 150 ml &cido acético.
- 200 ml metanol.

- 650 ml H,O destilada.

Solucién de Rojo Ponceau para tincion de membrana
Para 100 ml:

- 1,1 g Rojo Ponceau.

- 1 ml &cido acético.

- Hasta 100 ml H,O destilada.
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12.2 Permisos y autorizaciones

s

Dr. Manuel Miralles Hernandez

Unidad de Angiologia y Cirugia Vascular

Asunto: Autorizacion Inicio Estudio.

Valencia, 13 de Mayo de 2013

Adjunto le remito copia de los Informes Cientifico y Etico de Investigacién, en el que
se acuerda informar favorablemente.

A la vista de los dictamenes emitidos, el Proyecto de Investigacion titulado:
"ESTUDIO DE LOS MICROARNS IMPLICADOS EN LA FORMACION DEL ANEURISMA
DE AORTA ABDOMINAL EN HUMANOS®, puede iniciarse y llevarse a cabo.

Atentamente,

e —

Instituto d
Investigac

de | 6 F para la | ion Hospital La Fe.
Avda, Campanar, 21. Escuela de Enfermeria, 6° planta, Despacho 619, 46009 Valencia.
Tel.: (+34) 96 1973313 - (+34) 951973328, Fax: +34 96 349 4416
E-mail: fundacion_lafe@gva es, web: hitp//www.fundacionlafe.org
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DEFARTAMENT
COMSELLIRIA BE SHN I DE SALUY

GENERALITAT ;
jgwmcmm RV 55 Lape

[ Comisién de Investigacién J

D. José Vte. Castell Ripoll, Presidente de la Comisién de Investigacién del Hospital
Universitario La Fe de Valencia,

INFORMA:

Que el Proyecto de Investigacion titulado: “ESTUDIO DE LOS MICROARNS IMPLICADOS
EN LA FORMACION DEL ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL EN HUMANOS" que
presenta ellla Dr./Dra. Manuel Miralles Hernandez de la Unidad de Angiologia y Cirugia
Vascular del Hospital La Fe de Valencia, contiene elementos objetivos suficientes en cuanto
a la Hipotesis, Planteamientos y Plan de Trabajo que, a juicio de esta Comisién, permiten
pronunciarse positivamente en cuanto a su viabilidad.

Comisi6n de Investigacion. Escuela de Enfermeria — despacho 619 .- Hospital Universitario La Fe.
Avda. Campanar, 21. 46009-Valencia. Spain
Tel.: (+34) 96 1973313; Fax: (+34) 96 3494416. e-mail: cominvest_lafe@gva.es
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7 GENERALITAT I@I acéncia Lape
SH  AVEEe DR

FPNT.CEIB-D4 (A)

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité Etico de Investigacién
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 9 de Abril de 2013, el Proyecto
de Invesligacion titulado “ESTUDIO DE LOS MICROARNS IMPLICADOS EN LA
FORMACION DEL ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL EN HUMANOS.", con n°
de registro 2013/0068.

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacion biomeédica
con sujefos humanos y es viable en cuantc al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi come la Hoja de Informacion al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacion que sera realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe por elfla Dr. /| Dra. MANUEL MIRALLES HERNANDEZ del servicio de
ANGIOLOGIA Y CIRUGIA VASCULAR como Investigador Principal.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. Juan B. Salom Sanvalero. (Unidad de Circulacion Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. José Vicente Cervera Zamora. (Hematologia)

Secretario:
D. Serafin Rodriguez Capellan. (Asesor juridico)

Miembros:

Dr. Melchor Hoyos Garcia. (Gerente del Departamento de salud Valencia La Fe)
Dr. José Vicente Castell Ripoll. (Director de Investigacion)

Dr. Salvador Alifo Pellicer. (Farmacélogo Clinico - Hospital U. i P. La Fe)

Dra. Remedios Clemente Garcia. (Medicina Intensiva)

Dra. M* Luisa Martinez Triguero. (Analisis Clinicos)

Dr. José Luis Vicente Sanchez. (Jefe de seccion - Unidad de Reanimacion)

Dr. Isidro Vitoria Minana. (Pediatria)

Dra. Belén Beltran Niclds. (Medicina Digestiva)

Dra. Inmaculada Calvo Penadés. (Reumatologia Pediatrica)

Dr. Alfredo José Perales Marin (Jefe de Servicio - Obstetricia)

Dra. Begofia Polo Miguel (Gastroenterologia Pediatrica).

Dr. Enrique Viosca Herrero (Jefe de Servicio - Medicina Fisica y Rehabilitacién)
Dra. Eugenia Pareja Ibars (Unidad de Cirugia y Trasplante Hepatico).

Dr. Jaime Sanz Caballer (Grupo Acreditado en Hematologia y Hemoterapia)
Dr. José Luis Ponce Marco {Unidad de Cirugia Endocrino Metabdlica)
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12.3 Publicaciones
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I Angiologia

SEACV Angiologia

Sociedad Espafiola
de Angiologia
y Cirugia Vascular

www.elsevier.es/angiologia

ORIGINAL

Estudio de seleccion de microRNA como posibles @mssmrk
biomarcadores de aneurisma de aorta abdominal

E. Plana®>*, L. Galvez?, P. Medina®, S. Navarro® y M. Miralles®®

2 Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular, Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia, Espaia
b Grupo Acreditado de Investigacion en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologia Vascular, Instituto de Investigacién
Sanitaria La Fe, Valencia, Espafia

Recibido el 4 de septiembre de 2017; aceptado el 5 de septiembre de 2017
Disponible en Internet el 26 de noviembre de 2017

PALABRAS CLAVE Resumen

miR; Introduccion: Los microRNA (miR) son RNA de pequeiio tamafio involucrados en la regulacion

Aneurisma; de numerosos procesos biologicos. Debido a su estabilidad y a su capacidad para detectarse

Biomarcadores en fluidos, se han convertido en objeto de estudio como posibles biomarcadores de diferentes
patologias.

Objetivo: Seleccionar un nimero reducido de miR candidatos a ser biomarcadores de aneurisma
de aorta abdominal (AAA).

Material y métodos: Se determind la expresion de 179 miR en el plasma de 7 pacientes y
7 voluntarios sanos, mediante paneles predisenados, basados en la tecnologia de RT-gPCR.
Resultados: Hemos seleccionado 10 miR disregulados en pacientes como buenos candidatos
para su estudio como biomarcadores debido a su implicacion en diversos procesos biologicos
relacionados con el desarrollo y evolucion de AAA.

Conclusiones: Aunque son necesarios estudios adicionales y de validacion, algunos de estos miR
podrian ser biomarcadores no invasivos de AAA.

© 2017 SEACV. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Screening of microRNAs as possible biomarkers in abdominal aortic aneurysm

miRs;

Aneurysm; Abstract

Biomarkers Introduction: MicroRNAs (miRs) are small RNA molecules that are involved in several biological

processes. Due to their stability and their presence in biological fluids, several studies over
the last few years have focused on the use of miRs as biomarkers of different pathologies.
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Introduction - microRNAs {miRs) are small and non-coding
RNA molecules that are involved in different biological
processes(l). Due to their stability and their presence in
biofluids, several investigations have been focused on the
use of miRs as biomarkers of different pathologies(2). At
this work we tried to identify circulating miRs differentially
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Abstract: microRNAs (miRNAs) are small RNAs that regulate different biological processes.
Our objective was to identify miRNAs dysregulated in plasma and tissue of patients with abdominal
aortic aneurysm (AAA) and explore new potential targets involved in AAA. Fifty-seven subjects
were recruited for a plasma study (30 AAA patients, 16 healthy volunteers and 11 patients with
atherosclerosis). The expression level of 179 miRNAs was screened in plasma from a subset of samples,
and dysregulated miRNAs were validated in the entire study population. Dysregulated miRNAs were
also quantified in aortic tissue of 21 AAA patients and 8 organ donors. Applying a gene set enrichment
analysis, an interaction map of dysregulated miRNAs and their targets was built, and selected targets
were quantified in tissue samples. miR-27b-3p and miR-221-3p were overexpressed in plasma
of AAA patients compared with healthy controls, 1.6 times and 1.9 times, respectively. In AAA
tissue, six miRNAs (miR-1, miR-27b-3p, miR-29b-3p, miR-133a-3p, miR-133b, and miR-195-5p) were
underexpressed from 1.6 to 4.8 times and four miRNAs (miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-144-3p,
and miR-103a-3p) were overexpressed from 1.3 to 7.2 times. Thrombospondin-2, a target of
miR-195-5p, was increased in AAA tissue and negatively correlated with the expression of miR-195-5p,
suggesting their involvement in a common regulatory mechanism.

Keywords: abdominal aortic aneurysm; microRNAs; miRNAs; biomarkers; Thrombospondin-2;
vascular disease

1. Introduction

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a permanent arterial dilatation of over 50% of the
normal diameter. The prevalence in the European population ranges from 4.1% to 11.5% [1].
Smoking is one of the main risk factors, together with male sex, age, hypertension (HTN),
chronic obstructive pulmonary disease, hyperlipidemia, and family history of the disorder [2].
Several molecular mechanisms, such as proteolytic degradation of aortic wall connective tissue,
inflammation, immune response, or biomechanical deterioration of aortic tissue, are involved in AAA
pathogenesis [3]. However, those mechanisms are not completely understood and ought to be further

Int. |. Mol. Sei. 2020, 21, 4600; doi:10.3390/ijms21134600 www.mdpi.com/fjournal/ijms
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