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RESUMEN

Antecedentes: Las venas se utilizan como injerto vascular en un gran nimero de
intervenciones de revascularizacion. A pesar de ser considerados como el mejor injerto, no
estan exentos de complicaciones. La hiperplasia intimal se define como la respuesta celular
y molecular caracterizada por una proliferacion continua, anormal, excéntrica,
predominantemente de células musculares lisas (CML), tejido conectivo y matriz
extracelular. El factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) es el mitégeno mas
potente liberado posterior a una manipulacién o lesién vascular y se ha identificado como
importante efector de hiperplasia intimal.

Métodos: El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion relativa de miR-145, miR-146 y
miR-155 en la fase exploratoria. En la fase de descubrimiento realizamos el panel de
microarreglos y realizamos los contrastes entre el grupo control, grupo de fistula arterio
venosa y grupo experimental (fistula arteriovenosa bajo el efecto de Mesilato de Imatinib,
un farmaco con efecto inhibidor del receptor de PDGF). Para ello utilizamos un modelo
experimental de hiperplasia intimal donde se realiza una fistula arteriovenosa mediante una
puncion entre la vena cava inferior y la aorta abdominal.

Resultados: Nuestros datos indican que existe una regulacién a la baja de miR-145 en la
porcion venosa y arterial de AVF, en comparacién con el control. Asimismo, encontramos
regulacién positiva de miR-146 y miR-155 tanto en la porcién venosa como arterial de la
FAV, en comparacion con el control. En la fase de descubrimiento encontramos diferencias
en la regulacién de miRNAs, asociados al uso de Mesilato de Imatinib, sobre genes diana con
funciones estructurales de proliferacién, diferenciaciéon, migracion, inflamacién y muerte
celular.

Conclusion: Como observamos en los resultados de nuestro estudio, la regulaciéon de
miRNAs sobre genes con funciones en la remodelacién tisular de una fistula arteriovenosa
que desembocan en la estructura cicatrizal en la pared de los vasos sanguineos asociada a la
activacion de la agregacion plaquetaria y su inhibicidon es muy importante. En el entorno
especifico de la hiperplasia intimal venosa, es fundamental conocer en profundidad los
mecanismos moleculares con efectos sobre el endotelio y su interaccién con las CML, en
particular de los miRNAs encontrados con regulacion a la alta y a la baja, asi como los genes
diana con funciones estructurales sobre la pared de la vena. Una de las principales
importancias de esto es el desarrollo de posibles dianas terapéuticas.

Abreviaturas: Micro RNA (miRNA), células musculares lisas (CML), fistula arterio venosa
(fav), grupo controlL (GC), grupo de fistula arterio venosa (G-FAV), grupo experimental (GE),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-R).



INTRODUCCION

La aterosclerosis como consecuencia de la acumulacion de lipidos en las paredes
arteriales constituye la principal causa de enfermedad, discapacidad y muerte en la
mayor parte de los paises industrializados. Se han propuesto numerosas estrategias

para el diagndstico y tratamiento de esta patologia. (1)

Las venas se utilizan como injerto vascular en un gran numero de intervenciones
de revascularizacién a nivel coronario y vascular periférico debido a su efectividad y
permeabilidad. En Estados Unidos se utilizan aproximadamente 330,000 injertos
autdlogos de vena safena en este tipo de procedimientos en el transcurso de un
ano. Los injertos venosos al tener una estructura bioldgica tienen diferencias
significativas con los injertos sintéticos y son capaces de interactuar con el medio y

responder a estimulos bioquimicos y hemodinamicos. (2)

A pesar de ser considerados como el mejor injerto, no estan exentos de
complicaciones. Los injertos venosos cuyo ambiente hemodinamico fisioldgico se
caracteriza por un flujo sanguineo con bajo estrés longitudinal y radial, al ser
utilizados como un conducto en el sistema arterial presentan remodelacion de su
estructura vascular. En otras palabras el injerto se adapta al flujo sanguineo de alta
presién “arterializandose”, es decir, aumentando la cantidad de matriz extracelular y
células musculares lisas bajo el endotelio venoso, un proceso conocido como

hiperplasia intimal.(3)

La hiperplasia intimal se define como la respuesta celular y molecular



caracterizada por una proliferacion continua, anormal, excéntrica,
predominantemente de células musculares lisas (CML), tejido conectivo y matriz
extracelular, siendo el resultado final la hiperplasia de |la pared del vaso y la

estenosis luminal. (4) (5)

En procedimientos de derivacién arterial la lesién se produce en la porcidon venosa
proximal a la anastomosis arterial. La lesion del endotelio venoso secundaria a las
turbulencias del flujo juega un papel importante. Cuando el engrosamiento del

endotelio vascular es excesivo puede comprometer la permeabilidad del injerto. (6)

(7)

La permeabilidad de los procedimientos de revascularizacion es variable y
depende de varios factores. Segun ensayos clinicos controlados la permeabilidad
reportada al afio es de 30 - 50%. La hiperplasia del endotelio venoso como parte
de una remodelacién vascular excesiva se ha identificado como la principal causa

de falla en este tipo de procedimientos. (8) (9)

La hiperplasia intimal fue identificada como una complicacién de las
reconstrucciones arteriales desde 1906, cuando Carrel y Guthrie observaron la
formacién de un “engrosamiento translucido” semejante al endotelio en las

anastomosis de injertos venosos implantados en arterias. (10)

La generacion de la hiperplasia intimal involucra una serie de procesos biolégicos
complejos que se producen posterior a la lesion del endotelio vascular en un intento

por reparar su estructura y funcién. Este engrosamiento a nivel del endotelio venoso



reduce el espacio intraluminal, lo cual predispone a la trombosis de las

reconstrucciones vasculares.

La hiperplasia intimal habitualmente incluye la presencia de células musculares
lisas (CML) alfa - actina positivas, abundantes componentes de matriz extracelular,
componentes celulares inflamatorios como macrofagos, leucocitos y una gran
variedad de mediadores y citoquinas, los cuales actuan de forma coordinada en un

intento por adaptarse a los cambios hemodinamicos descritos. (11)

La mayor parte de la investigacion celular y molecular de la hiperplasia intimal
durante afios estuvo enfocada al endotelio arterial, sobre todo del territorio
coronario. Se ha puesto menos atencién en el entorno especifico del endotelio
venoso y aunque se comparten algunos elementos, debido a las diferencias
fisiolégicas y anatomicas, las venas han demostrado ser mas susceptibles a la

formacién de hiperplasia intimal. (12) (13) (14)

Se ha observado que en las venas hay menos componentes celulares y
estructurales especialmente en la capa media y elastica, lo que lleva a un vaso
sanguineo que es mas delgado y susceptible a los cambios hemodinamicos. Por
otro lado, las fuerzas hemodinamicas que actuan sobre el endotelio venoso activan
con mas facilidad la proliferacién de CML, comparadas con el endotelio arterial. (12)

(15)
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FIGURA 1. DIFERENCIAS ENTRE VENA Y ARTERIA

El mejor ejemplo para este concepto son los resultados de injertos de vena safena
comparados con injertos de arteria mamaria interna para revascularizacion
coronaria. La vena safena mayor y la arteria mamaria interna se han utilizado de

forma rutinaria como injertos.

FIGURA 2. Injertos arteriales y venosos



La vena safena autéloga es el injerto utilizado con mas frecuencia debido a su
localizacion, longitud y facil procuracién, sin embargo, a costa de menor
permeabilidad debido a una tasa mas elevada de estenosis por hiperplasia intimal.
Después del primer afio de revascularizacion miocardica mas de 15% de los injertos
venosos se encuentran ocluidos. En contraste con la vena safena, la arteria
mamaria interna ha demostrado tener mas resistencia a la estenosis con tasas de

permeabilidad tan altas como 80% a 10 afos después del procedimiento. (16)

Estos conceptos también se han observado por medio de estudios “in vitro”. Un
ejemplo fue el realizado por Wong Et al, en donde se estudiaron las diferencias
fenotipicas y funcionales entre CML de arterias y venas. En este trabajo se
demostré que las CML venosas estan menos diferenciadas y demuestran una
mayor capacidad proliferativa y sintética que las CML arteriales. Estas
caracteristicas funcionales y fenotipicas especificas de CML en venas podrian
explicar la rapida progresion de hiperplasia intimal que se produce en los injertos

venosos en comparacion con los injertos arteriales. (12)

Aunque el injerto se implanta en una modalidad “reversa” la presencia de valvulas
produce un aumento en la impedancia del flujo laminar a través del injerto,
especialmente en condiciones de alto estrés radial y longitudinal lo cual se traduce
en turbulencia, una causa importante de lesion endotelial. Finalmente la pérdida en
el balance de factores relajantes derivados del endotelio como en el contexto de un
ambiente de alto estrés oxidante predispone a la adhesion, agregacién y activacion

plaquetaria. (14) (17)



Para la mejor comprension de los eventos biolégicos habitualmente se han
descrito tres fases o etapas de formacion de la hiperplasia intimal, dentro de las
cuales existen diferencias significativas tanto de los eventos moleculares, cascadas

de sefializacion y componentes celulares. (7)
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FIGURA 3. Etapas en la formacion de hiperplasia intimal

Primera Fase : Apoptosis y Proliferacion

Es la fase mas aguda y se presenta en las primeras 24 horas posterior a la lesion
del endotelio venoso. Al exponer el endotelio venoso a la circulacién arterial,
aumentan las fuerzas de tensién radial y de estrés longitudinal. Tan pronto como 30
minutos posterior a la lesion del endotelio inician vias apoptéticas secundarias a la
pérdida de las uniones integrina — matriz extracelular, las cuales producen

remodelacion celular hasta en el 70% de las células musculares lisas. (18)



El endotelio normalmente produce factores que mantienen la homeostasis e
inhiben la proliferacion de CML. Estos son principalmente prostaciclina, heparan
sulfato, 6xido nitrico y péptido natriurético. Al perderse el equilibrio y disminuir su
actividad se estimula la proliferacion de estos componentes celulares. En sentido
contrario también hay factores liberados tras la lesidon del endotelio y que estimulan
la proliferacion de CML, ejemplos de ellos son Angiotensina Il, C-myc, C-fos, bGFG,

TGF-B y PDGF vy citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a. (17) (7) (19)

El PDGF es de especial importancia en esta fase. Este factor de crecimiento se
libera posterior a la degranulacion de plaquetas que sucede posterior a la exposicidon
de matriz subendotelial por el trauma al endotelio, con lo cual se inicia la cascada de

agregacion plaquetaria.

PDGEF tiene un pico de liberacién en las primeras 12 horas y su presencia se ha
identificado como un importante factor mitogénico y quimioatrayente para CML. (20)
De especial importancia es la isoforma PDGF-BB que aumenta su actividad
aproximadamente 20 veces y tiene una afinidad predominante por el receptor

PDGF-R, el cual es activado por medio de la via de tirosina — cinasa. (21)

En consecuencia se produce un desbalance entre factores inhibidores y
estimulantes cuyo resultado final es producir la migracion de células musculares
lisas hacia el espacio subendotelial en un intento por reparar la lesién del endotelio.
En esta fase de proliferacion las CML sufren la transformacion de un fenotipo

contractil quiescente a un fenotipo proliferativo como resultado de la activacion de
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las citocinas y factores de crecimiento previamente mencionados, dentro de los

cuales PDGF juega un papel primordial.

Aunque se han reportado algunas cascadas de sefalizacion en la activacion de
las CML, una de las principales es la via de fosfoinositol 3 Kinasa (P13k) - AKT. (21)
(22) Se han documentado dos tipos principales de CML, un fenotipo quiescente,
contractil y diferenciado cuya estructura se compone esencialmente de alfa-actina y
miosina, las cuales tienen una tasa de proliferacion menor al 0.1% y constituyen los
elementos celulares de la capa media de vasos sanguineos sanos. (7) Por otro lado
se encuentra el fenotipo sintético, el cual tiene semejanzas con las CML fetales y los

fibroblastos en fase proliferativa. (7)

Las CML con fenotipo sintético se componen de gran cantidad de organelos
celulares y abundante reticulo endoplasmico, ademas producen 5 veces mas matriz
extracelular que el fenotipo diferenciado. Finalmente una caracteristica que
distingue a estas células es la disminucion en la cantidad de miosina y un aumento
en la beta-actina, la cual en algunas ocasiones se utiliza como marcador celular. En
modelos experimentales se ha reportado un aumento en la proliferacién del fenotipo

proliferativo desde un 0.06% hasta un 10 — 40 %.[10][13][16] (7) (20) (23)

Sequnda fase: Migracién de CML

Un endotelio intacto, lo cual ademas incluye a las demas capas del vaso
sanguineo especialmente la capa muscular y lamina elastica interna, mantiene a las

CML en estado quiescente y contractil, de esta forma evitando su migracion. Las

11



CML son un elemento fundamental en los vasos sanguineos ya que constituyen el
soporte estructural, confieren elasticidad y regulan el tono vascular (vasodilatacion y

vasoconstriccion).

Sin embargo posterior a la pérdida de esta arquitectura posterior a un estimulo
como lo es una lesion vascular, se pierde este equilibrio fisioldgico y estructural. (24)
Varias de las citocinas y factores de crecimiento previamente mencionados
contribuyen a la migracion de CML, sin embargo el mas importante y debido a sus
efectos quimioatrayentes es PDGF. Se ha identificado ademas que las CML que se
encuentran en fase de migracion tienen alta expresion del receptor de PDGF — BB.

(25) (26)

Algunas de las vias de sefalizacion identificados por medio de las cuales se
produce la migracion de CML son la activacion de Calmodulina Kinasa |l activada
por Ca, activacién de Proteinas G del monémero de la familia Rho cinasa Cdc42,
Rac y Rho. Ademas las vias de MAP Kinasas y Fosfatidil Inositol 3 kinasa también

juegan un papel fundamental. (27) (5)

La migracion de CML de la capa media hacia la capa intima tiene un pico a los 7
dias de la lesion y continua hasta 1 mes después de la misma. La acumulacién
progresiva de células musculares lisas en el espacio subendotelial constituye el
elemento celular mas importante en la estenosis endoluminal que compromete la

permeabilidad de las reconstrucciones vasculares. (20) (27) (5)

12



Tercera fase: Proliferacion de CML

La ultima fase representa la remodelacion del endotelio vascular, adaptado a un
nuevo ambiente bioldgico, el cual consiste esencialmente en restaurar la normalidad
posterior a la lesion vascular. Posterior a la migracion de la CML, éstas siguen
proliferando y acumulandose bajo el endotelio. Se ha documentado ademas la
produccion constante matriz extracelular como colageno y proteoglicanos que en
gran medida son sintetizados por las mismas CML estimuladas por PDGF y es pieza
clave en el soporte estructural de la nueva arquitectura vascular. (5) Por otro lado, la
presencia de citocinas inflamatorias y factores de crecimiento aumenta la
produccion de metaloproteinasas, enzimas con la capacidad de remodelar las

membranas basales y los componentes de matriz extracelular.

Los procesos de acumulacion de CML y el volumen de produccion de matriz
extracelular parecen estar estrechamente relacionados, con proporciones bastante
constantes de ambos elementos. Idealmente cuando el tejido vascular ha sido
reparado de forma exitosa, la migracion, proliferacién y remodelacién tendrian que
llegar a su fin. Sin embargo, cuando este proceso continua de forma patoldgica
puede dar como resultado la acumulacién anormal de componentes celulares y
matriz extracelular. Las vias de sefializacion molecular identificadas mas

importantes en esta ultima etapa son la via de Ras-MAPK y PI3K- Akt. (28) (29)

13



FIGURA 4. La hiperplasia intimal se forma por la migracién y proliferacion de

células musculares lisas.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PROPUESTAS PARA LA PREVENCION DE

HIPERPLASIA INTIMAL

Siendo la hiperplasia intimal la principal causa de falla en los injertos venosos, se
han propuesto diversos tratamientos que van desde innovaciones en cirugia abierta
y endovascular, tratamientos farmacolégicos, hasta terapias génicas, cuyos

resultados en algunos casos continuan siendo controversiales.

Una de las causas propuestas para la falta de resultados contundentes en el
ambito terapéutico es la falta de conocimiento para comprender las vias de
expresion gendmica que regulan la formacion de hiperplasia intimal con el objetivo

de disefiar estrategias terapéuticas dirigidas mas eficaces. (30)

Hasta el momento la revision quirdrgica de la anastomosis posterior a la falla de

un injerto venoso continua siendo el estandar de oro. La permeabilidad reportada a

14



un afio es de 96 % a un afio y de 85% a 5 afios aproximadamente, sin embargo
posterior a este tiempo, la tasa de permeabilidad disminuye de forma inversamente

proporcional, con respecto al tiempo de la cirugia de exploracion del injerto. (31)

TERAPIA ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA EN CIRUGIA VASCULAR Y

BLANCOS TERAPEUTICOS

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es el mitbgeno mas
potente liberado posterior a una manipulacion o lesion vascular y es liberado por

plaquetas, células musculares lisas y células endoteliales. (32) (33)

Hay varias isoformas de PDGF, dependiendo del tipo de ligando. Se han descrito
esencialmente 5 ligandos conocidos como A, B, C y D y un heterodimero AB. (34)
Las isoformas de PDGF se unen a PDGFR, el cual es un receptor de superficie

celular de tirosina - cinasa.

La union del ligando produce la autofosforilacion de los receptores en los residuos
de tirosina y este evento induce a su activacién. (35) Existen esencialmente dos
tipos de receptores: PDGFRa y PDGFR[, con estructura y funciones diferentes, ya

qgue no son codificados por el mismo gen. (35) (36)

15
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FIGURA 5. Isoformas de PDGF

Se han documentado diferencias importantes en cuanto a las funciones de los
distintos tipos de isoformas y activacién de receptores. Particularmente importante
fue la diferencia entre arterias y venas. (37) PDGF-AA aumenté significativamente la
proliferacion en CML de arterias, pero no tuvo ningun efecto sobre la proliferacién de
CML en venas. Por el contrario las CML en venas tienen una respuesta proliferativa
mas potente a PDGF-BB que las CML arteriales. Esta diferencia probablemente se
deba a la mayor expresiéon de PDGFRf en venas y a la transactivacién de EGF-R
(receptor del factor de crecimiento epidérmico) inducida por PDGF-BB en CML de

venas. (32)

Debido al importante papel de PDGF en la generacion de hiperplasia intimal se ha

propuesto a la terapia antiagregante como un modulador en la respuesta endotelial

16



teniendo como blanco terapéutico el bloqueo de la activacion de la cascada de
agregacion plaquetaria. La terapia antiplaquetaria tanto en modelos animales
experimentales como en seres humanos ha demostrado la importancia de las

plaquetas en el proceso de estenosis vascular. (33)

En estudios experimentales previos sobre farmacos antiagregantes
particularmente sobre ASA, ticlopidina y clopidogrel se demostro la efectividad de la

terapia antiagregante en la prevencién de hiperplasia intimal en arterias. (38) (39)

En otros estudios previos, incluyendo uno realizado por los investigadores que
realizan esta tesis se ha demostrado el efecto inhibitorio de Cilostazol, un farmaco
con actividad antiagregante plaquetaria, sobre la generacion de hiperplasia intimal

en el endotelio venoso. (39) (40)

Durante los ultimos afios se han propuesto tratamientos dirigidos hacia blancos
terapéuticos clave en la generacion de hiperplasia intimal, dentro de los cuales se
encuentran especies reactivas de oxigeno, éxido nitrico, prostaciclina, endotelina 1,
angiotensina Il, canales de calcio, metaloproteinasas, proteinas G, mitégenos
activados por protein kinasas y factores de crecimiento, dentro de los cuales PDGF

ha tenido un interés especial. (30) (41) (42)

Se ha propuesto incluso definir y modificar blancos terapéuticos por medio de
terapia génica, con lo cual se tiene la ventaja de realizar el tratamiento de forma
dirigida a los mecanismos fisiopatoldgicos causantes de la disfuncidén de los injertos

vasculares. (43) Los potenciales blancos terapéuticos dentro de la terapia génica

17



incluyen a las células endoteliales, células musculares lisas, la activacion de la
cascada de la coagulacién, vias inflamatorias y los mecanismos moleculares que

activan factores de crecimiento, especialmente PDGF. (44)

Con respecto a este ultimo, un ejemplo fue el experimento realizado por Cohen y
Sacks en donde se demostré que la administracién de nanoparticulas de un RNA
antisentido del receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
inhibe la formacién de hiperplasia intimal en un modelo de lesion vascular en rata.

(45)

Finalmente, se ha puesto interés en el bloqueo del receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). PDGF es un dimero de 30 kDa
compuesto por una cadena A y / o B, que estan codificadas por genes separados y
regulados independientemente. Las cadenas PDGF-C y PDGF-D, secretadas como
factores latentes e inactivos, se descubrieron mas recientemente y su biologia no

esta bien establecida. (46).

Las estrategias para la inhibicién de la senalizacion de PDGF incluyen anticuerpos
contra PDGF o PDGF-R, proteinas de fusion recombinantes de PDGF-R, aptameros
de oligonucledtidos que interfieren con la senalizacion de PDGF-R y farmacos

inhibidores de PDGF-R. (47) (48)

Estos farmacos se han estudiado en el ambito clinico y experimental. Algunos de

ellos se utilizan de forma rutinaria en el campo de enfermedades autoinmunes,

oncoldgicas, hematoldgicas, entre otras. Tal es el caso del mesilato de imatinib
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(Gleevec, Novartis), que ha demostrado tener un efecto terapéutico en pacientes

con leucemia mieloide cronica. (49)

- CHySO3H

FIGURA 6. Estructura quimica del mesilato de Imatinib

Imatinib también ha sido evaluado como inhibidor selectivo del PDGF-R en
estudios clinicos y experimentales. (50) Debido a su mecanismo de accion este
farmaco se ha propuesto como un inhibidor de hiperplasia intimal en estudios
experimentales realizados en arterias. Se observé un efecto antiproliferativo de
Imatinib en CML, lo cual se asocié con disminucion de hiperplasia intimal en analis
histopatoldgico. Hasta la fecha no se han realizado estudios en humanos ya que el

potencial antiproliferativo de este farmaco aun se encuentra en estudio. (51)

is
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FIGURA 7. Efectos de Imatinib en el receptor de PDGF-R

Estos estudios experimentales han sido realizados en animales de laboratorio. Es

importante mencionar el primer ensayo clinico controlado en humanos dentro del

campo de cirugia vascular, el estudio PREVENT. Este analisis fue publicado en

1999 y reporté la seguridad y eficacia biolégica derivado del bloqueo del factor de

transcripcion E2F, un importante mitégeno en el ciclo celular y que se ha asociado a

la formacion de hiperplasia intimal en injertos vasculares. (52)
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El primer estudio incluyé 41 pacientes a los cuales se les realizé una derivacién
femoropoplitea y aunque no se reportaron diferencias significativas respecto al
grupo control, senté las bases para mas evaluaciones mediante terapia génica en
este campo. (52) Durante los afios siguientes se realizaron mas analisis derivados
del bloqueo de este factor de transcripcidn en injertos vasculares, en donde ademas

se incluyeron puentes aorto — coronarios. (9) (53)

EL PAPEL DE miRNAs EN LA BIOLOGIA VASCULAR DE LA ESTENOSIS EN

INJERTOS VENOSOS

Los miRNAs son pequefias secuencias (de aproximadamente 22 PB) de RNA no
codificante que funcionan como reguladores postranscripcionales negativos de la
expresion génica por medio de degradacion completa o parcial de sus RNAm diana.
(54) Se han identificado como reguladores importantes tanto de procesos biolégicos
como de patologias como el cancer (55) y enfermedades en el sistema

cardiovascular. (56)

Lin-4 fue el primer miRNA del cual se reportaron sus funciones. Fue descubierto
en el nematodo Caenorhabdis Elegans en 1993. La descripcidn de las funciones de
estas secuencias no codificantes en vertebrados se realizé hasta el 2001. A partir de
esta fecha se ha detallado el funcionamiento de mas de 800 miRNAs en mamiferos,

incluidos el ser humano. (57)

Un miRNA puede regular la expresion de multiples genes y desde el punto de

vista funcional es tan importante como cualquier otro factor de transcripcién. De
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hecho se ha identificado que los miRNAs pueden regular hasta el 30% de los genes
en una célula y por lo tanto su presencia es relevante en la regulacién de los

principales procesos celulares. (58)

Debido a sus funciones reguladoras, los miRNAs son moduladores criticos para
importantes funciones celulares como diferenciacion celular, contraccion, migracién,
proliferacion y apoptosis. Es de esperarse que su expresion se encuentre alterada

en los principales procesos patolégicos en el sistema cardiovascular. (57)

El control de la proliferacion celular esta asociado con estas secuencias no
codificantes, de hecho la hiperplasia intimal incluye un proceso inestable de
inhibicion de RNAm. La accidn catalitica de los miRNAs es compleja y se realiza a
través del complejo RISC y exonucleasas en el sitio 3'-UTR o por medio de
represion / desestabilizacidon (P-bodies). Varias caracteristicas hacen que los
mMiRNAs sean reguladores de la expresion génica, particularmente de genes

proliferativos asociados con la hiperplasia intimal.

El conocimiento del control de los miRNAs asociados a la fisiopatologia de la
hiperplasia intimal necesita ser estudiado. Este es un mecanismo complejo debido a
la amplia gama de posibilidades al vincular la expresion génica a una combinacién
de diferentes reguladores. (59) (60) (61) Varios miRNAs juegan un papel regulador
importante en procesos celulares y pueden contribuir al inicio, desarrollo y
progresion de enfermedades vasculares, como lo es la hiperplasia intimal. (62) (63)

(64)
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Se han identificado algunos miRNAs con especial afinidad por los cambios
estructurales en las células del musculo liso. Una de las caracteristicas mas
interesantes de los miRNAs es que aunque sean reguladores de varios genes, su
expresion es especifica de células y tejidos. El ejemplo clasico al hablar de vasos
sanguineos es miR-145, cuya expresién es especifica de CML diferenciadas, siendo

incluso un marcador celular. (65)

La aterosclerosis, una de las principales causas de muerte cardiovascular en el
mundo consiste en la formacién de placas de ateroma, en donde se ha identificado
una regulacion a la baja de miR-145 en células musculares lisas. Por otro lado, una
regulacion a la alta de miR-145 en las células espumosas (macrofagos con alto

contenido en lipidos) disminuye el porcentaje de placa de ateroma. (66)

En arterias la regulacion a la baja de miR-145 se ha identificado como un
marcador para la formacion de hiperplasia intimal. Cheng y Cols. reportaron que
miR-145 es el mMiRNA mas abundante en paredes vasculares normales y en CML
aisladas, representando un importante regulador fenotipico. De hecho miR-145 se
expresa selectivamente en CML de la pared vascular y su expresion esta regulada
de forma negativa en las paredes vasculares con hiperplasia intimal y en CML en

estado proliferativo inducido por PDGF. (65)

En el estudio de Peter y Cols. se reportd que se requieren niveles de expresion
intactos de miR-145 para que las CML presenten un fenotipo quiescente. (15) De
forma interesante la regulacion negativa de miR-145 se ha asociado a la

transformacion fenotipica de un estado quiescente a un estado proliferativo (67) y
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esto fue corroborado por Zhang quien reportd que la sobreexpresion de miR-145
aumenté la expresion de genes marcadores de diferenciacién de CML tales como a-
actina, cadena pesada de miosina y calponina. Por el contrario, los niveles de estos
genes disminuyeron en CML tratadas con un inhibidor de miR-145, 2’'OMe-miR-145.
Ademas, en las CML de arterias a las cuales se les realizaba una angioplastia o que
eran expuestas a una concentracion de PDGF de 20 ng/ml, disminuia

significativamente la expresién de miR-145. (68)

Otro de los efectos identificados de la regulacion de miR-145 incluye la inhibicion
en la formacién de podosomas, protrusiones de membrana ricas en actina y que
favorecen la migracion de CML. PDGF favorece la formacion de podosomas, por lo

que su bloqueo puede asociarse a la inhibicion de la migracion de CML. (69)

Mas recientemente se han estudiado los papeles de miR-146 y miR-155 en la
biologia de CML y han recibido especial atencién, ya que se expresan de forma
abundante en la pared vascular normal y existen cambios en su expresion en

arterias y venas con hiperplasia intimal. (66) (70) (71)

Como podemos observar los miRNAs estan involucrados en practicamente todos
los procesos celulares, por lo que su estudio como potenciales moduladores de
blancos terapéuticos resulta interesante. Ademas, los miRNAs pueden representar
nuevos biomarcadores y objetivos terapéuticos para diversas enfermedades, como

lo es la hiperplasia intimal. (72)
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El conocimiento de la existencia y funcidn de los miRNAs en el proceso de
reestenosis abren una nueva ruta para el estudio de las maniobras terapéuticas
dirigidas a aquellos mecanismos y vias detonantes o iniciadoras de la hiperplasia

intimal.(15)

En lo que respecta a las venas, en el campo de la cirugia vascular aun existen
pocos datos aunque se han reportado alteraciones en los miRNAs, las cuales
predisponen a la formacién de hiperplasia intimal. Sobre todo se han identificado
alteraciones en vias de senalizacion como MAPKinasa, fosfatidil inositol — 3 kinasa y
via p-53, en donde vias de muerte celular y los efectos detonantes de factores de

crecimiento como PDGF juegan un papel fundamental.(73)

Derivado de estos conceptos es importante conocer la expresion de miRNAS en
venas. Esto podria generar hipétesis sobre las vias moleculares en la fisiopatologia
de hiperplasia intimal secundarias a la manipulacion del endotelio venoso. Ademas
de conocer la expresion génica en un estado basal, resulta interesante evaluar
algunas de las intervenciones terapéuticas prometedoras y su impacto en la

expresion de miRNAs.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las reconstrucciones vasculares en donde se utiliza un injerto venoso tienen un
indice de permeabilidad primaria al afio variable, oscilando entre el 30 y el 50 %. La
principal causa de trombosis se produce por estenosis de la porcién venosa

secundaria a formacioén de hiperplasia intimal.
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A pesar de la magnitud del problema clinico ha habido escasez de intervenciones
terapéuticas en este campo, especialmente en cuanto a investigacion celular y
molecular enfocada a hiperplasia intimal entorno especifico de injertos venosos. Se
han realizado investigaciones previamente, sin embargo el mecanismo de control de
engrosamiento de la intima y los factores causantes de hiperplasia no se conocen

todavia con claridad.

JUSTIFICACION

La hiperplasia intimal es un proceso fisiopatolégico complejo y multifactorial en la
cual se ha demostrado la participacion de multiples genes por lo que el estudio de la
regulacion de la expresion génica a través de blancos terapéuticos podria generar
informacion util acerca de la prevencion de los mecanismos patolégicos

generadores de la hiperplasia intimal.

En los ultimos anos el aumento en el conocimiento de la funcién de los miRNAs en
la biologia vascular ha generado el desarrollo de nueva lineas de investigacion que
van desde el conocimiento detallado de las vias de sefalizacidn molecular hasta la

manipulacion de los miRNAs y sus genes diana como blancos terapéuticos.

Las alteraciones en la expresion de miRNAs durante la generacion de hiperplasia
intimal deben de estudiarse a detalle especialmente los mecanismos de accion, sus
genes diana y vias de sefalizacion, con el objetivo de generar nuevas aplicaciones

terapéuticas y validar las terapias ya existentes. (72)
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OBJETIVOS

Objetivo principal: Identificar los miRNAs involucrados en la regulacién génica de
la hiperplasia intimal del endotelio venoso y su expresion con el uso de Mesilato de

Imatinib.

Objetivo secundarios: Identificar vias relacionadas con hiperplasia intimal, que
puedieran ser dianas terapéuticas para la prevencion y tratamiento de la hiperplasia

intimal en injertos venosos.

HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion génica de miRNAs en venas de fistulas
arteriovenosas comparadas con un control. Ademas existen diferencias en la
expresion de miRNAs en venas de fistulas arteriovenosas secundario a la inhibicion
de la agregacién plaquetaria posterior al efecto de Mesilato de imatinib sobre PDGF-

R en el endotelio venoso.

METODOLOGIA

Se trata de un disefio experimental, prospectivo, aleatorizado y controlado.

DISENO GENERAL DEL ESTUDIO

Este estudios se dividira en 3 fases
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1) Evaluacion de la expresion génica de miR-145, miR-146, miR-155 (Fase
exploratoria)
2) Realizacién de microarreglos (Fase de descubrimiento)

3) Evaluacién del efecto de Imatinib en la expresion de microarreglos

MODELQO EXPERIMENTAL DE FISTULA ARTERIOVENQOSA

La realizacion de este proyecto se llevéd a cabo con el apoyo del Departamento de
Cirugia de la Facultad de Medicina UNAM. Aceptado por el comité de ética en

animales (Divisién de Investigacion, Folio 098).

Como modelo experimental se utilizd Rata Wistar (rattus norvegicus domestica)
con un peso de 200 a 300 gramos. El estudio se dividié en 3 grupos, con una
muestra de 3 modelos experimentales por grupo (n=3). El primer grupo se definié
como grupo control (GC), el segundo grupo se definié como grupo de fistula arterio -

venosa (G-FAV) y el tercer grupo se definié como grupo experimental (GE).

Las condiciones ambientales del bioterio influyen de manera directa en el estado
de salud del animal, por lo que para este estudio fue indispensable asegurar un
adecuado control de temperatura, humedad relativa y horas luz — oscuridad de
acuerdo a las necesidades de esta especie, basandose en la Norma Oficial

Mexicana 062-Z0OO0, referente al uso y cuidado de los animales de laboratorio.
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REALIZACION DE LA FAV

a) Manejo anestésico:

Se utilizé isoflurano al 4% con 0,8 | / min de oxigeno a una caja de plexiglas a
través de un vaporizador de isoflurano. La conduccion de la anestesia se realiz6

con Isoflurano al 2% mediante una mascara de silicon.

b) USG preoperatorio

Se realizé analisis de vena yugular, vena cava supra e infrarrenal y aorta
abdominal utilizando tanto Doppler como modo B. Utilizando modo B, se mide el
didmetro de cada vaso sanguineo. Utilizando Doppler se mide la velocidad maxima

y las formas de onda en cada uno de los sitios descritos.

c) Técnica quirurgica

Se realizé una laparotomia exploradora, hasta obtener acceso retroperitoneal a la

vena cava y aorta abdominal. Se colocé un clamp en la aorta infrarrenal para

posteriormente realizar una puncion directa con una aguja de 25 G. Se realiz6

compresion directa y se verificd la permeabilidad de la fistula aorto — cava.
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d) Monitorizacién postoperatoria

En el periodo postoperatorio se analizé la forma y velocidades de la FAV para
verificar su permeabilidad. Se realizé una evaluacién diaria hasta los 7 dias
posteriores a la realizacién de la FAV, dia en el cual se realiz6 la eutanasia del

grupo de fistula - AV y grupo experimental.
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ORGANIZACION DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES

a)

b)

Grupo control (GC), n=3. En este grupo se procuré la vena cava infrarrenal,
sin manipulacion, la cual se utilizé como control.

Grupo de fistula arterio - venosa (G-FAV). En este grupo se realizé la fistula
arterio - venosa por puncion como se describid previamente. No se utilizd
ninguna condicién experimental ni farmacoldgica en este grupo.

Grupo experimental (GE). En este grupo se realizé la fistula arterio - venosa
por puncion como se describid previamente. En este grupo se administrd
mesilato de Imatinib, un inhibidor de PDGF-R. Debido a la accesibilidad, se
decidié utilizar dos vias de administracion: oral e intraperitoneal para llegar a
una dosis maxima de 100 mg/kg. Para la administracién de la dosis via oral
(50 mg/kg), se realizé una dilucion del farmaco en solucion salina, para
obtener una concentracion de 1 mg /ml. Esta dosis se administré a través de
mecanismo tradicional para consumo diario. Este proceso fue supervisado
por el médico veterinario responsable del proyecto. La administraciéon
intraperitoneal (50 mg/kg) se realizé en el momento de la laparotomia para la
realizacion de la fistula arteriovenosa aorto-caval. Para ello se realizé una
dilucion del farmaco en una matriz de hidrogel estéril, la cual se coloco
directamente sobre la fistula aorto-cava. La ventaja de esta via de
administracion es la absorcién peritoneal y ademas el contacto directo del

farmaco con la adventicia de la aorta y la vena cava.
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GRUPO ABREVIATURA DEFINICION

Grupo control GC Arteria y vena sin
manipulacion

Grupo de Fistula Arterio - | G-FAV Fistula arterio-venosa sin

Venosa tratamiento farmacoldgico

Grupo experimental GE Fistula arterio-venosa con
tratamiento farmacoldgico
(Imatinib)

TABLA 1. ORGANIZACION DE GRUPO DE ESTUDIO

FASE EXPLORATORIA

Durante esta fase se realizo el analisis de los miRNAs reportados en la literatura
como efectores importantes en el endotelio venoso de injertos vasculares. Se evaluo
inicialmente la expresion de miR-145, miR-146 y miR-155, cuya participacion ha
sido documentada en la hiperplasia intimal del endotelio arterial. Usando el modelo
experimental del grupo de fistula arteriovenosa (G-FAV, n=3) y el grupo control (CG,
n=3). Se realiz6 eutanasia al 7mo dia de realizado el modelo experimental. Se
procuraron por separado la porcion arterial y venosa a nivel de la anastomosis de la

fistula y se compararon ambos grupos de modelos.

Se procuraron las muestras derivadas del procedimiento quirurgico e
inmediatamente se colocaron en nitrégeno liquido para su transporte. Estas
muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso. El procedimiento para la extraccién
y purificacion del ARN total del tejido (hasta 5 mg de tejido) se realiz6 utilizando el

Micro Kit RNeasy Plus (Cat. 74034 ), especificamente, utilizamos el protocolo
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experimental para la purificacion de ARN total de tejidos animales y humanos. Se
utilizaron menos de 5 mg por experimento para el lisado de los tejidos. Para este
propdsito utilizamos buffer RLT mas p-Mercaptoethanol. Se homogeneizaron las
muestras utilizando una jeringa y aguja, para ello los lisados se filtraron a través de
una aguja de calibre 20 G (0,9 mm) unida a una jeringa estéril, al menos 5-10 veces
o hasta que se logré un lisado homogéneo. En caso necesario, para facilitar el

manejo y minimizar pérdidas se aumento el volumen del tampdn de lisis.

La extraccién total de ARN se realizo utilizando la tecnologia RNeasy Micro Kit
que combina las propiedades de unidn selectiva de una membrana basada en silice
con la velocidad de una micro-centrifuga (tecnologia microspin). Se afiadi6 a la
muestra el tampon de lisis (que contiene guanidina-tiocianato) y etanol para crear
las condiciones que promueven la unién selectiva de ARN a la membrana RNeasy
MinElute. Las muestras se colocaron en la columna de centrifugacién RNeasy
MinElute, con ello el ARN se une a la membrana de silice. Los rastros de ADN para
copurificarse se eliminaron mediante el tratamiento con DNasa en la columna de
rotacion RNeasy MinElute. La DNasa y cualquier contaminante se eliminaron, y el
ARN total de alta calidad se eluy6 en agua libre de RNasa (25 pL). La calidad y
concentracion de cada muestra de ARN se validoé utilizando un Agilent BioAnalyzer

2100.

Una vez que se realizé la extraccion de ARN, se evalud su integridad utilizando

Agilent Bioanalyzer 2100 con una electroforesis basada en NanoChip de ARN

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) con un numero de integridad de ARN (RIN)
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> 6. Se eligieron las muestras de ARN para el analisis sélo cuando se lograba la

calidad, la integridad y la concentracion adecuada.

Posterior al aislamiento y purificacién del RNA total, se realizé la transcripcion
reversa cuantitativa y amplificacion por medio de reaccion en cadena de la
polimerasa (qRT-PCR) de forma convencional. Se utilizaron ensayos de ARN
pequefios TagMan para detectar y cuantificar miRNAs maduros en el endotelio
venoso. Para cuantificar los niveles de expresion de miRNAs se realizé una
normalizacion a genes de control endégenos. Para evitar sesgos se tuvo especial
cuidado en la recoleccion de muestras, la cantidad de material (tejido venoso y
arterial) utilizado, la preparacion y calidad en la extraccion de RNA vy la eficiencia en

la realizacion de PCR.

La expresion de estos miRNAs (miR-145-5p, miR-146a-5p y miR-155-5p) se
analiz6 mediante ensayos de microARN (High Capacity RNA-cDNA Master Mix: Cat.
PN 4377474C) implementados por el fabricante ThermoFisher para
retrotranscripcién de ADNc. La reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qPCR) se realizd con el ensayo avanzado de miARN TagMan (Cat A28007; Applied

Biosystems) con el método comparativo de Ct (2-AACt).

Usando el ARN total (50 ng) obtenido previamente, se realizé la transcripcion
inversa con el primer especifico (looped-RT) para cada uno de los miRNAs
empleados utilizando 0.15 yl de dNTP (100 mM), 1.0 pl de transcriptasa inversa
MultiScribe (50 U/ul), 1.5 pl de tampon 10X, 0.19 ul de inhibidor de RNasa (20 U/ul)

y agua libre de RNasa. La reaccién de retrotranscripcion se mezclé con 10 ul de
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mezcla maestra TagMan (Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, 2X), 7.67
Ml de agua libre de RNasa y 10 pl de sonda de PCR. Para la amplificacion de qPCR,
preparamos una dilucién 1:10 de la plantilla de cDNA (producto de reaccién miR-
Amp). Para la reaccidon de amplificacién de miR-Amp, agregamos 405 uL de 0.1X
TE buffer y TagMan Fast Advanced Master. Para la tarjeta de matriz TagMan, se

carg6 cada depdsito con 100 uL de mezcla preparada.

El protocolo térmico utilizado se optimizé utilizando TagMan Fast Advanced
Master Mix. El protocolo utiliza la activacién enzimatica durante 10 min a 92 °C,
cuarenta ciclos. Finalmente el volumen utilizado fue de 1 uL por pocillo en la tarjeta

de reaccion.

Se utilizé el software DataAssit (7500 Fast Real-Time PCR System/ Software
v2.0.6) para el andlisis de datos en el cual se utilizé el método Ct comparativo
(2-AACt) usando una linea de base automatica y un umbral de 0.2 para determinar

los datos sin procesar de Ct.

Usamos un corte de 32 para el analisis de expresion de miRNAs. Se tomaron Ct
para cada grupo de réplicas. Los resultados se expresaron como expresion relativa

de miARN entre todas las condiciones experimentales.
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DIAGRAMA DEL FLUJO DE TRABAJO METODOLOGICO

Modelo quirtrgico de Fistulas
Obtencidn de las muestras , venas
Y arterias. Transporte y Almacenamiento

Extraccién de RNA
All Prep DNA/RNA/proteinas
QIAGEN Mini Kit
Cat. 80004

Curvas de amplificacién

A Ct = Ct gen de interés - Ct gen endégeno

RT del RNA Total a DNA, utilizando el PCR punto AACt= ACtmuestra de interés - A Ct control

final (200 ng(ul) RNA total Controles: Referencia Pasiva (Variaciones
PCR-RT ((TagMan Advanced * miRNA Assay) sistematicas de las Replicas Técnicas)
miRNA-145 Endégeno: No se modifica en las condiciones
miRNA-146 experimentales. Conotér| de carga. Normalizador

MIRNA- 155 Calibrador Muestra contra la que deseamos
comparar las diferenfcias de expresion.
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ANALISIS DE DIFERENCIA DE EXPRESION POR METODO COMPARATIVO Ct

ACt = Ct gen interés — Ct gen end6geno

AACt= ACt muestra interés — ACt calibrador

Amplification Plot
~ e

Curvas de Amplificacién : // z

Producto generado / 7/

Dependen: " h /

Eficiencia de la amplificacion = O sy

Cantidad de Templado inicial S0 faty g 9 SN QY

Ct (Umbral de deteccidn)

FASE DE DESCUBRIMIENTO

En esta fase del estudio se realiz el panel completo de microarreglos y se estudio
el efecto de Mesilato de Imatinib, un farmaco que bloquea el receptor de PDGF. Se
realizé eutanasia al 7mo dia de realizado el modelo experimental. Se procuraron por
separado la porcion arterial y venosa a nivel de la anastomosis de la fistula. Se

utilizaron los tres grupos de estudio (GC, G-FAV y GE) y se compararon entre si.

Se utilizé la plataforma de Affymetrix miRNA 4.0. Debido a que esta plataforma
contiene sondas para otros organismos ademas de la rata, se extrajeron primero las
sondas correspondientes a la rata Wistar. Se realizé el control de calidad de los
datos y una normalizacién en dos pasos. El primer paso fue la normalizacion por

cuantiles con los microarreglos dentro de cada grupo y la segunda fue mediante el
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algoritmo Robust Multiarray Average (RMA) del paquete oligo que consiste en una

correccién de fondo y la normalizacion entre todos los microarreglos.

Para anotar los datos se empled el paquete de anotacion pd.mirna.4.0. Con los
datos anotados, el analisis de expresién diferencial se realiz6 mediante modelos
lineales con el paquete limma contrastando los grupos de fistula arteriovenosa (G-
FAV 'y G-E) con el grupo control (G-C). Para interpretar los datos estadisticos de
expresion diferencial se aplico el método de moderacion de varianza de Bayes

empirico.

El FDR fue controlado ajustando los valores p mediante el método Benjamini-
Hochberg. Finalmente los resultados se visualizaron mediante un volcano plot del
valor p vs. el logaritmo del fold change (logFC) para cada contraste asi como un
heatmap, también por contraste, de los genes diferencialmente expresados en cada
muestra. Adicionalmente, se realizé el agrupamiento jerarquico de las muestras en
cada contraste usando los valores de expresion de los genes diferencialmente

expresados.

RESULTADOS

RESULTADOS DE FASE EXPLORATORIA

El uso del modelo experimental se llevd a cabo sin complicaciones. En el analisis
exploratorio, encontramos una diferencia en la expresién de miRNAs en el contraste

de G-FAV vs GC dentro de los primeros 7 dias. FIGURA 8
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miR-145-5p
AACT!

Observamos una regulacion a la baja de miR-145 en la vena (0.233 + 0.3, valor de
p 0.0030) y arteria (0.33 £+ 0.4, valor de p 0.0630) de la fistula arteriovenosa en
comparacioén con la vena de control (0.766 £+ 0.15, valor p 0.0110) y arteria de
control (0.873 £ 0.3, valor p 0.0600). Observamos una regulacion al alza de miR-146
en la vena (29 £ 0.25, valor de p 0.0256) y arteria (34.66 £ 0.35, valor de p 0.0345)
de la fistula arteriovenosa en comparacion con la vena de control (5.43 £ 0.16, p-
valor 0.0123) y arteria control (3.8+ 0.12, p-valor 0.0650). Finalmente, observamos
una regulacion al alza de miR-155 en la vena (20 + 0.39, valor de p 0.0231) y arteria
(22.66 + 0.49, valor de p 0.0234) de la fistula arteriovenosa en comparacién con la

vena de control (2.74 + 0.2, valor de p 0.0367) y arteria de control (3.43 + 0.2, valor

de p 0.0767).
TABLA 2.
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FIGURA 8. Resultados de la fase exploratoria
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Modelo miR-145 Valor - P Expresién miR-146 Valor - P Expresion miR-155 Valor - P Expresion
exp eri- relativa relativa relativa
mental (24T (AAT) (AACTY)

Arteria 0.873+0.3 0.0600 ALTA 3.8+ 0.0650 BAJA 343+02 0.0767 BAJA
control 0.12

Vena 0.766 = 0.15 0.0110 ALTA 543+ 0.0123 BAJA 2.74+£0.2 0.0367 BAJA
control 0.16

Arteria de 0.33+£04 0.0630 BAJA 34.66+ 0.0345 ALTA 22.66 0.0234 ALTA
FAV 0.35 0.49

Vena de 0.233+0.3 0.0030 BAJA 29+ 0.0256 ALTA 20+ 0.39 0.0231 ALTA
FAV 0.25

TABLA 2. Resultados de fase exploratoria

En esta fase del estudio observamos la expresion génica de 3 miRNAs cuyas

funciones han sido identificadas en la literatura y juegan un papel importante en la

fisiopatologia de la hiperplasia intimal. Estos miRNAs, especialmente miR-145, han

sido estudiados de forma mas amplia en arterias, especialmente en el territorio

coronario.

Encontramos resultados similares a los reportado en los estudios previamente

mencionados en la fisiopatologia de la hiperplasia intimal arterial, a saber, una

regulacion a la baja de miR-145 y una regulacion a la alta de miR-146 y miR-155. En

nuestro estudio ademas de estudiar la hiperplasia intimal en arterias, estudiamos la

hiperplasia intimal en venas.
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Esto es algo fundamental, ya que en el campo de cirugia vascular, en el contexto
especifico de una reconstruccién quirurgica en donde se realiza una conexién entre
una arteria y una vena debe estudiarse dicha anastomosis de forma global para
comprender de forma integral las vias y procesos fisiopatolégicos de la hiperplasia

intimal en injertos vasculares.

En nuestro estudio encontramos que la respuesta de la arteria y la vena en una
anastomosis se comporta de manera similar, con una regulacion a la baja de miR-
145 y una regulacion a la alta de miR-146 y miR-155. Las arterias y las venas se
distinguen por diferencias estructurales que corresponden a sus diferentes

funciones.

La arquitectura vascular también esta definida por marcadores moleculares
especificos que persisten a lo largo de la vida adulta; estos marcadores son algunos
de los determinantes moleculares que controlan la diferenciacion de células

embrionarias indiferenciadas en arterias o venas.

El receptor Eph-B4 y su ligando, ephrin-B2, son determinantes moleculares
criticos de la identidad de los vasos y surgen en las células endoteliales en las
primeras etapas del desarrollo embrionario. Eph-B4 y ephrin-B2 continuan
expresandose en vasos adultos y marcan la identidad del vaso. Sin embargo,
después de la cirugia vascular, la identidad del vaso puede cambiar y se caracteriza
por una expresion alterada de Eph-B4 y ephrin-B2. Los injertos de vena muestran

pérdida de identidad venosa, con menor expresion de Eph-B4.
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Se han realizado estudios en donde se ha demostrado que las fistulas
arteriovenosas muestran ganancia de doble identidad arteriovenosa, con expresion
tanto de Eph-B4 como de ephrin-B2. Los injertos utilizados para reparar arterias y
venas exhiben una ganancia de identidad dependiente del contexto, es decir, los
injertos en el ambiente arterial ganan identidad arterial mientras que los injertos en

el ambiente venoso ganan identidad venosa.

Esta informacidn y nuestros resultados son interesantes debido a que a pesar de
que los origenes embrionarios son distintos en arterias y venas, los procesos
biolégicos y la fisiopatologia de la hiperplasia intimal tienen una base molecular
comun.

RESULTADOS DE FASE DE DESCUBRIMIENTO

Se realizé el analisis de expresion diferencial de MiRNas con los siguientes

=5 = &
N N
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Para la organizacion de los datos obtenidos y segun el enriquecimiento de funcién
con importancia para el desarrollo de hiperplasia intimal en 4 grupo se clasificaron,
lo cuales fueron: proliferacion, diferenciacién, migracion, inflamacion y muerte

celular.
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Proceso Biolégico

Diferenciacion

Muerte

A la Alta

miR-6769a

Contraste

. asociado
A la Baja

miR-184

miR-6891

miR-34a
Imatinib vs. Control

miR-126

miR-146b

miR-146b

miR-3131

miR-7641 Imatinib vs. Fistula

miR-34a

miR-449a Imatinib vs. Control

TABLA 3. RESULTADOS DE FASE DE DESCUBRIMIENTO
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DISCUSION

Las venas se utilizan como injerto vascular en fistulas arterio venosas y
reconstrucciones vasculares debido a su eficacia y permeabilidad. A pesar de ser
considerado el mejor injerto vascular, no estan exentos de complicaciones. Las
venas, cuyo entorno hemodinamico fisiolégico se caracteriza por un flujo sanguineo
con bajo estrés longitudinal y radial, cuando se utilizan como injerto vascular en el

sistema arterial, muestran remodelacién de su estructura.

En otras palabras, el injerto tiene un proceso de adaptacién al flujo sanguineo a
alta presion "arterializandose", es decir, aumentando la cantidad de matriz
extracelular y células de musculo liso debajo del endotelio venoso, proceso

conocido como hiperplasia intimal.

Debido a que la hiperplasia de la intima es la principal causa de falla de injertos
vasculares, se han propuesto diversos tratamientos, que van desde innovaciones en
cirugia abierta y endovascular, tratamientos farmacolégicos, hasta terapias génicas,
cuyos resultados siguen siendo controvertidos. Una de las propuestas ante la
ausencia de resultados concluyentes en este campo terapéutico es la falta de
conocimiento para comprender en profundidad las vias moleculares y gendmicas
que regulan el inicio y la progresién de la hiperplasia intimal con el fin de disefar

estrategias terapéuticas dirigidas mas eficaces.
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En los ultimos afos, la regulacion de las células del musculo liso se ha identificado
como un evento critico en el desarrollo de la hiperplasia de la intima. El endotelio
venoso normalmente produce factores que mantienen la homeostasis e inhiben su
proliferacion. Las CML tienen una plasticidad dependiente del estimulo externo y se

han descrito dos tipos principales de células. (74)

Existe un fenotipo quiescente, contractil y diferenciado cuya estructura esta
compuesta esencialmente por alfa-actina y miosina, las cuales tienen una baja
proliferacion y constituyen la estructura principal de la capa media en los vasos
sanguineos. (75) Por otro lado, se ha descrito un fenotipo proliferativo de CML, que
son células clave en el desarrollo de la hiperplasia intimal. (76) Existen mecanismos
que pueden producir este cambio de un fenotipo contractil a uno sintético,
especialmente asociado a una lesion vascular. De forma interesante, los miRNAs

pueden regular esta secuencia de eventos. (74)

Las CML son un elemento esencial en los vasos sanguineos ya que constituyen
soporte estructural, confieren elasticidad y regulan el tono vascular (vasodilatacion y
vasoconstriccion). Sin embargo, si esta arquitectura se altera tras un estimulo como
una lesion vascular, se producen modificaciones en este equilibrio fisioldgico y

estructural, lo que se evidencia como hiperplasia intimal.

Debido a sus funciones reguladoras, los miRNAs son moduladores esenciales para

funciones celulares importantes como diferenciacion celular, contraccidén, migracion,

proliferacion y apoptosis. Es de esperar que la expresion de miRNAs esté alterada
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en los principales procesos patolégicos que involucran el sistema cardiovascular,

incluyendo hiperplasia intimal. (57)

Una de las caracteristicas mas interesantes de los miRNAs es que si bien son
reguladores de varios genes, su expresion es especifica en células y tejidos. (56)
(72) Un ejemplo en vasos sanguineos es el miR-146a, del cual se ha documentado

un efecto regulador de CML y por lo tanto en la formacién de hiperplasia intimal.

En nuestro estudio se observd una regulacion al alza de miR-146a en los primeros
7 dias tras el estimulo inicial de hiperplasia intimal en una fistula arteriovenosa,
tanto en la porcion venosa como en la porcidn arterial. Estos hallazgos también
suponen una respuesta a un estimulo inflamatorio secundario a la lesion del

endotelio vascular.

Se plantea la hipotesis de que miR-146a esta involucrado en la proliferacion de
CML a través de su gen diana, el factor 4 similar a Krippel (KLF4). (77) La
expresion de miR-146a se elevd en un experimento realizado en carétidas de rata,
usando un modelo de lesion con balén. En este estudio, la inhibicion de miR-146a
atenud la proliferacion de CML y la formacién de neointima en las arterias carétidas.
(70) Sin embargo, queda por describir en detalle el papel de miR-146a en el
desarrollo de lesiones de la neointima asociadas con falla de injertos venosos en

fistulas arteriovenosas y reconstrucciones vasculares.

KLF4 es un factor de transcripcion codificado en el gen KLF4 y esta formado por

tres dedos de zinc dentro de sus secuencias carboxilo terminales. (78) Tiene una
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funcién importante para mantener la integridad de la pared vascular y se asocia con
procesos de diferenciacion, proliferacion y crecimiento celular. (79) También tiene
importantes funciones estructurales asociadas con el funcionamiento de CML, lo
que se ha relacionado con la regulacion a través de la miocardina y el factor de

respuesta sérica.

La expresion de KLF4 esta regulada por vias transcripcionales y
postranscripcionales; con respecto al sistema vascular existe una regulacion
importante a través de miRNAs. (79) Esto representa un area potencial de
oportunidades, ya que mediante el desarrollo de dianas terapéuticas dirigidas a
restablecer o regular los niveles de estos factores, se podria potencialmente atenuar

o regular el proceso de hiperplasia intimal.

Encontramos alteraciones en la expresion de miRNAs comparando la vena de la
fistula vs control. Estas miRNAs estan involucradas en genes con procesos

estructurales como diferenciacion, migracion, inflamaciéon y muerte celular.

En los miRNAs con regulacion a la alta que encontré que miR-328a y miR-505 son
reguladores de la angiogénesis y sus alteraciones favorecen la proliferacién y
migracion celular. (Zhang 2010) (Wang et al. 2019) miRNA miR-182 regula el
funcionamiento de CML y su alteracion favorece la formacion de hiperplasia intimal.
(Sun et al. 2016) Los miRNAs reguladas a la baja fueron miR-350 cuyas
alteraciones han demostrado aumentar la proliferacién en las células miocardicas
(Ge et al. 2013), miR-204 cuya regulacion a la baja favorece la proliferacién,

migracion y supresion de la apoptosis de CML (Wang et al. 2020), miR-503 que se
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ha encontrado que tiene regulacion en CML carotideas (Yan et al. 2020) y miR-129
que tiene implicaciones importantes en el regulacién de la hiperplasia de la intima
porque inhibe la proliferacion de células del musculo liso vascular al dirigirse a

Whntba. (Zhang et al. 2016)

En el grupo de fistula vs control encontramos hacia la alta a miR-1909, miR-6805,
miR-4706, miR-3162 y miR-6075 con funcion de proliferacion y a miR-1908 con
funcion de migracion e inflamacién. Se han descrito las funciones de algunas
secuencias en enfermedades cardiovasculares y proliferativas, tal es el caso de
miR-6805 que presentd una regulacion a la alta en infarto agudo al miocardio. (80)
miR-3162 tuvo una regulacion a la alta en melanoma de alto grado. (81). miR-6075
tuvo una regulacion a la alta en células endoteliales expuestas a hipoxia tisular (82)
y miR-1908 tuvo una expresién a la alta en mecanismos asociados a activacion

plaquetaria. (83).

En este grupo encontramos hacia la baja a miR-34a y miR-125b con funcion de
proliferacion y a miR-184, miR-146a, miR-129, miR-204, miR-338, miR-1999, miR-
542, miR-146b con funcién de diferenciacion celular. miR-34a se ha implicado
recientemente en la senescencia de células progenitoras cardiacas, endoteliales y
células musculares lisas vasculares. (84) miR-184 se ha asociado con patologias
oncolégicas como cancer pulmonar y de ovario. (85). miR-129 regula de forma
negativa la angiogénesis, asi como la tasa de proliferacion, la viabilidad celular y la
actividad de migracién de las células endoteliales de vena umbilical humana

(HUVEC) in vitro. (86) miR-204 se ha asociado con regulacién negativa de
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migracion y proliferacion celular. (87). miR-338 se ha asociado con regulacion

negativa de migracion en patologias como cancer de higado. (88).

En el andlisis de enriquecimiento de funcion del grupo de fistula vs control
encontramos que con respecto a proliferacion las vias Notch 3 y 4 tienen una
regulacion a la alta asociado a fuerzas de cizallamiento (shear stress) e hipoxia
tisular en células endoteliales, el cual es un factor clave en la generacién de
hiperplasia intimal. Hay una asociacién en el sistema cardiovascular principalmente
por mecanismos de adhesion celular. Se identifican vias troficas mediadas por
factores de crecimiento de tirosina cinasa. En cuanto a diferenciacién celular se
identificaron factores de crecimiento e interleucinas inflamatorias como IL-8 e IL-6.
Finalmente en cuanto a migracion e inflamacion destacaron vias de regulacion
positiva de migracion de células musculares lisas, angiogénesis y activacion de

vesiculas extracelulares.

En el grupo de imatinib vs control encontramos hacia la alta a miR-4534, miR-
1229, miR-1301, miR-5006 y miR-6165 con funcién de proliferaciéon. También hacia
la alta a miR-6769a y miR-6891 con funcién de diferenciacion. En este grupo
encontramos con regulacion a la baja a miR-129, miR-542, miR-184, miR-34a y
miR-494 con funcion de proliferaciéon, a miR-34a y miR-146b con funcion de
diferenciacion, a miR-129 y miR-338 con funcion de migracién, a miR-129 y miR-
146a con funcion de inflamacion y a miR-449a con funcién de muerte celular. Se ha
identificado a miR-4534 con una regulacién a la alta en cancer de préstata. (89).
miR-1229 se ha identificado con regulacion a la alta en pacientes con cardiopatia

isquémica en comparaciéon con su control. (90). miR-1301 promueve la proliferacion
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celular y facilita la progresién del ciclo celular en cancer gastrico. (91). Se ha
encontrado una regulacion a la alta de miR-6165 con la enfermedad de Moyamoya,
una patologia oclusiva cerebrovascular. (92). La regulacion a la baja de miR-542
promueve la transicién osteogénica de células musculares lisas en un modelo
experimental de senescencia. (93) La inhibicién de miR-494 aumenté la funcion de

las células endoteliales.

Como dianas potenciales de miR-494 se identificaron los reguladores derivados
de precursores de células endoteliales de BMP (BMPER). Ensayos de luciferasa
mostraron unién directa de miR-494 en BMPER 3'UTR. (94). miR-449a actua como
un supresor de tumoral al reducir la proliferacion, la migracién y la invasion celular,

asi como al inducir la apoptosis en lineas celulares de glioblastoma humanas. (95)

En el andlisis de enriquecimiento de funcién del grupo de imatinib vs control
encontramos que con respecto a proliferacion se identificaron las vias de PTEN con
relacion a replicacion y estabilidad del genoma, via Wint - Beta Catenina relacionada
con regulacion de la angiogénesis, regulacion de la proliferacién y migracion de
células musculares lisas. Decorina tiene un papel fundamental en estas vias

proliferativas.

En cuanto a funcién de diferenciacion identificamos el efecto de imatinib a través
de receptores de tirosina cinasa y cambios estructurales en células musculares por
canales dependientes de voltaje, especificamente de calcio. En cuanto a funcion de
migracion e inflamacién encontramos cambios en regulacién de interleucinas y

citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral.

56



Finalmente con respecto a muerte celular es encontré que con el uso de imatinib

habia regulacién de vias involucradas en cancer, como lo es la via de E2F1.

En el grupo de imatinib vs fistula encontramos con regulacion a la alta a miR-126
con funcién de diferenciacion. En este grupo encontramos con regulacién a la baja a
miR-126 y miR-3131 con funcién de proliferacion, a miR-3131 y miR-7641 con
funcion de diferenciacion, a miR-126 con funcion de migracion y miR-126 con
funcién de inflamacion. miR-126 regula la sefalizacion angiogénica y la integridad
vascular, en un estudio experimental realizado por Fish et al. se encontré que miR-
126 regula la respuesta de células endoteliales a VEGF. Ademas, la inhibicién de
miR-126 provoco la pérdida de la integridad vascular y hemorragia durante el

desarrollo embrionario. (96).

Se ha identificado una regulacion a la baja de miR-3131 en enfermedades
proliferativas como melanoma y cancer de mama. (81) (97). Finalmente la expresion
de miR-7641 se reguld a la baja durante la diferenciacion de células madre
embrionarias humanas a células endoteliales. CXCL1, un miembro de la familia de
quimiocinas CXC, promueve la neovascularizacién al unirse a receptores acoplados
a proteina G y esta relacionado con la biogénesis de células endoteliales asi como

angiogénesis, y se predijo como gen diana de miR-7641.

En un estudio realizado por Yoo et al. (98) miR-7641 inhibi6 significativamente

CXCL1 a nivel transcripcional y postraduccional, lo cual sugiere que miR-7641 esta

relacionado con la diferenciaciéon de células endoteliales.
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En el andlisis de enriquecimiento de funcion del grupo de imatinib vs fistula
encontramos que con respecto a la mayoria de las funciones celulares habia una
regulacion positiva de proliferacion y angiogénesis, asi como la respuesta positiva a

shear stress principalmente por la via Notch.

CONCLUSIONES

Como observamos en los resultados de nuestro estudio, la regulacion de miRNAs
sobre genes con funciones en la remodelacién tisular de una fistula arteriovenosa
qgue desembocan en la estructura cicatrizal en la pared de los vasos sanguineos
asociada a la activacion de la agregacion plaquetaria y su inhibicién es muy
importante. En el entorno especifico de la hiperplasia intimal venosa, es
fundamental conocer en profundidad los mecanismos moleculares con efectos sobre
el endotelio y su interaccion con las CML, en particular de los miRNAs encontrados
con regulacion a la alta y a la baja, asi como los genes diana con funciones
estructurales sobre la pared de la vena. Una de las principales importancias de esto

es el desarrollo de posibles dianas terapéuticas.
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