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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Los niveles del microRNA-16-5p (miR-16) aumentan en la cardiopatia isquémica
y modelos animales de miocardiopatia dilatada isquémica (MCDi) vinculandolo con la apoptosis.
Proponemos determinar el papel del miR-16 en la respuesta adaptativa celular asociada al estrés del
reticulo endoplasmatico (RE) y la autofagia en el entorno MCDi.

Meétodos: Se cuantificaron los niveles plasmaticos del miR-16 en 168 participantes (n =76 controles,
n =60 MCDiy n =32 MCD familiar [portadores de la variante patogénica BAG3]), mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa cuantitativa a Tiempo Real, correlacionandose con las variables clinicas. La
influencia de la sobreexpresion del miR-16 se examind en una linea celular cardiaca humana. Se analiz
la apoptosis, viabilidad celular y los niveles de biomarcadores del estrés del RE, dafio cardiaco y
autofagia.

Resultados: MiR-16 esta sobreexpresado en el plasma de MCDi (p =0,039). El modelo de regresion
logistica multivariante relacioné los niveles de miR-16 con varias variables clinicas de la MCDi
(p < 0,001). In vitro, 1a sobrexpresion del miR-16 induce apoptosis (p = 0,02), disminuyendo la viabilidad
celular (p = 0,008). MiR-16 promueve un papel pro-apoptético del RE mediado por la via PERK/CHOP. Sin
embargo, observamos la induccién de la autofagia por miR-16 (p < 0,0001) sin bloquearse, como posible
mecanismo citoprotector.

Conclusiones: El miR-16 esta especificamente relacionado con la MCDi. En un entorno isquémico, miR-16
induce el estrés del RE promoviendo la inflamaciéon seguida de la autofagia, como respuesta a la
homeostasis celular en células cardiacas.

© 2020 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Ischemic dilated cardiomyopathy pathophysiology through microRNA-16-5p

ABSTRACT

Introduction and objectives: The expression levels of microRNA-16-5p (miR-16) are upregulated in
ischemic cardiomyopathy and in animal models of ischemic dilated cardiomyopathy (iDCM), inducing
myocardial apoptosis. We investigated the role of miR-16 in the adaptive cellular response associated
with endoplasmic reticulum (ER) stress and autophagy in the apoptotic iDCM environment.

Methods: We quantified the miR-16 plasma levels of 168 participants—76 controls, 60 iDCM patients,
and 32 familial DCM patients with the pathogenic variant of BAG3—by quantitative real-time
polymerase chain reaction and correlated the levels with patient variables. The effects of intracellular
miR-16 overexpression were analyzed in a human cardiac cell line. Apoptosis and cell viability were
measured, as well as the levels of markers associated with ER stress, cardiac injury, and autophagy.
Results: Plasma miR-16 levels were upregulated in iDCM patients (P=.039). A multivariate logistic
regression model determined the association of miR-16 with iDCM clinical variables (P < .001). In vitro,
miR-16 overexpression increased apoptosis (P =.02) and reduced cell viability (P = .008). Furthermore, it
induced proapoptotic components of ER stress, based on upregulation of the PERK/CHOP pathway.
However, we observed augmentation of autophagic flux (P < .001) without lysosomal blockade by miR-
16 as a possible cytoprotective mechanism.

* Autor para correspondencnia: Instituto de Investigacién e Innovacion Biomédica de Cadiz (INiBICA), Unidad Investigacion, Hospital Universitario de Puerta del Mar,
Universidad de Cadiz, Avda. Ana de Viya 21, 11009 Cadiz, Espaiia.
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Conclusions: MiR-16 is specifically associated with iDCM. In an ischemic setting, miR-16 activates ER
stress and promotes inflammation followed by autophagy in human cardiac cells. Thus, autophagy may
be an attempt to maintain cellular homeostasis in response to misfolded/aggregated proteins related to

ER stress, prior to apoptosis.

© 2020 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

MCDi: miocardiopatia dilatada isquémica

miR-16: microRNA-16-5p

NT-proBNP: fraccion aminoterminal del propéptido
natriurético cerebral

TNNT2: troponina T miocardica

INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca (IC) ha alcanzado proporciones de
pandemia mundial y se asocia con elevadas morbilidad y
mortalidad'. Una causa frecuente de la IC es la miocardiopatia
dilatada (MCD)'. La MCD se define por dilatacién del ventriculo
izquierdo (VI) o biventricular y un deterioro de la contraccion que
no se explica por unas condiciones de carga anormales (es decir,
hipertensién y valvulopatia) o por enfermedad coronaria®. La MCD
isquémica (MCDi) es la etiologia de MCD mas frecuente®. Afecta a
pacientes con antecedentes de infarto agudo de miocardio o
revascularizacién o se origina por enfermedad coronaria®.

La fisiopatologia de la MCDi a escala subcelular contindia sin
esclarecerse®. Después de un episodio de isquemia, la apoptosis
desempefia un papel crucial en la ICS. En la homeostasis de los
cardiomiocitos intervienen multiples procesos celulares, como el
estrés del reticulo endoplasmico (RE) y la autofagia’. La
sefializacion del estrés del RE tiene un efecto citoprotector e
intenta mantener esta homeostasis, pero un estrés del RE
prolongado da lugar a disfuncion de los cardiomiocitos y
apoptosis’. Por otro lado, se han identificado vacuolas de autofagia
en el VI de pacientes con MCD®°. Sin embargo, es necesario un
conocimiento mas profundo de la relacion existente entre el estrés
del RE y la autofagia por lo que respecta a las enfermedades
cardiovasculares.

Los microRNA (miRNA) circulantes han adquirido importancia
como biomarcadores diagnésticos y como diana para el trata-
miento de la MCD (y ello ha sido objeto de una revision detallada
en otra publicacion)®. Los miRNA desempefian un papel clave en las
vias de sefializacion subyacentes a la fisiopatologia de varias
enfermedades cardiovasculares, incluida la MCD. Por ejemplo, el
microRNA-16-5p (miR-16) y el miR-27 muestran una asociacion
positiva con el deterioro del VI después de un infarto agudo de
miocardio'®. Ademas, las concentraciones circulantes e intracelu-
lares de miR-16 estan aumentadas en los modelos de la MCDi de
rata'"'? y también en el corazén fetal humano'>. La sobrexpresion
del miR-16 fomenta la apoptosis del miocardio a través de una
regulacion de la expresion de la proteina del linfoma de linfocitos B
2 (BCL-2) en el modelo de isquemia de rata'2. En el mismo modelo,
el knockdown del miR-16 tiene un efecto cardioprotector'!. Sin
embargo, no se ha definido adn la influencia del miR-16 en los
mecanismos intracelulares en la poblacion humana con MCDi.

El objetivo del estudio es determinar el papel del miR-16 en la
respuesta de adaptacion celular asociada con el estrés del RE y
la autofagia en unas condiciones de MCDi apoptotica.

METODOS
Poblacion del estudio y obtencion de muestras de sangre

En este estudio de casos y controles, se incluy6 a un total de
76 controles, 60 pacientes con MCDi y 32 pacientes con MCD
familiar (con una variante patogénica del BAG3). Se consider6 aptos
para el estudio solo a mayores de 18 afos. Se obtuvo una
informacion clinica y farmacolégica detallada de cada uno de los
participantes. La MCDi de todos los pacientes con MCDi se
confirmé mediante cateterismo coronario, segin lo recomendado
por la guia de la Sociedad Europea de Cardiologia®. Se obtuvieron
muestras de plasma segiin lo descrito anteriormente'*~'6, Nuestro
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién de
Cadiz (Espana). Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito. Este estudio se llevo a cabo cumpliendo los
principios éticos de la Declaracién de Helsinki.

Cuantificacion de los miRNA circulantes

Se extrajo el ARN total con el kit avanzado miRNeasy para suero/
plasma (Qiagen, Alemania). Las concentraciones de miR-16 circu-
lantes se determinaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR). Se sintetiz6 el cDNA especifico
del miRNA con el kit de miRCURY RT LNA (Qiagen). La qRT-PCR se
llevd a cabo con el kit de miRCURY PCR SYBR Green (Qiagen) y
las concentraciones de miR-16 se normalizaron con el método 224,

Cultivo celular y transfeccion

Se cultivo la linea celular AC16 humana, que desarrolla muchas
de las propiedades bioquimicas de las células cardiacas, segin lo
descrito anteriormente'”. Se aplico a las células una transfeccién
con 50 pmol de hsa-miR-16-5p (miR-16) y con mimetizadores
positivo miRNA mirVana (miR-1) y negativo (control negativo n.°
1) utilizando Lipofectamine RNAIMAX y siguiendo las recomen-
daciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)
durante 6, 16,24 y 48 h. Para medir el flujo autofagico, las células se
trataron con 2 compuestos de control de autofagia —cloroquina
120 M y rapamicina 500 nM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)—
durante 16 y 2 h respectivamente.

Aislamiento del ARN total y reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real cuantitativa en células AC16

Se aisl6 ARN de células AC16 con el kit de aislamiento de ARN
MagMAX (Thermo Fisher Scientific). Se realiz6 una transcripcion
inversa del ARN con el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta
capacidad (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis de la expresion génica de miR-16, ATG14,
TWF1, U6 snRNA y GAPDH se realiz6 con un test de expresiéon
génica TagMan (Applied Biosystems, Estados Unidos). La cuanti-
ficacion relativa de las concentraciones de mRNA (los pares
de cebador se muestran en la tabla 1) se realiz6 con 6,5 ng de cDNA,
cebadores directos e inversos a concentracion de 100 nM cada uno
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Tabla 1
Oligonucledtidos para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa
Directa Inversa

ATF4 5'-TCTCCAGCGACAAGGCTAA-3’ 5’-CCAATCTGTCCCGGAGAA-3’
ATF6 5'-AATACTGAACTATGGACCTATGAGCA-3’ 5'-TTGCAGGGCTCACACTAGG-3’
ATG3 5’-CCTATTATGCCTAACTGGCACAT-3’ 5'-TAGACAGTCTTCCAAGTTGCTACC-3’
ATG4B 5'-CAGATGATCTTTGCCCAAGC-3’ 5'-TGGCTGCCTCTTCCTTTG-3’
ATG14 5'-TGGGGACTACTCTGCCTACTACA-3’ 5'-GGGTTACTCTGCTCCATGTCA-3’
BCL-2 5’-AGCACGTGCACAGCTTCA-3’ 5'-GTCCACGGGTGAAACAGC-3’
proBNP 5’-CGCAAAATGGTCCTCTACAC-3’ 5'-CCGTGGAAATTTTGTGCTC-3’
CASP3 5'-TGAGTGCTCGCAGCTCATA-3’ 5'-GGGCTCGCTAACTCCTCAC-3’
CHOP 5’-TCACCACACCTGAAAGCAGA-3’ 5'-TCTTGCAGGTCCTCATACCA-3’
EDEM 5'-CGGAAAGCGCTGGTAGAA-3’ 5'-TGGAGTATTGTGGCTCGTCTT-3’
GAPDH 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 5'-AATACGACCAAATCCGTTGACT-3’
GRP78 5’-AATGACCAGAATCGCCTGAC-3’ 5'-ATGCGCTCCTTGAGCTTTT-3’
IL-18 5'GAAATCACACATGAACGTAGCC-3’ 5'-CAAGTCATCCTCATTGCCACT-3’
IRE1x 5'-CCATCGAGCTGTGTGCAG-3’ 5'-TGTTGAGGGAGTGGAGGTG-3’
MAP1LC3B 5'-GGTGTTGCCAGTTCCTGTCT-3’ 5'-TCGCAAACCCAAGAGAAGTC-3’
0S-9 5'-GGTCCAAGTGCGACCTTAAT-3’ 5'-GTCCCCAGAGATACCTGCAC-3’
PERK 5'-TGGCCAGAAGTTGACAAAAGA-3’ 5'-GGCAGCAATTCTCCCATCTA-3’
P62 5'-ACATGGGGCTTGAGAAAGG-3’ 5’-ATGCTACCGATGGTGAGGTC-3’
TNNT2 5’-GGCTGCAGTGGCTACAGG-3’ 5’CTGTCACCAGGCAATACAGC-3’
ULK1 5’-CTGGCCGACTACCTGCAC-3’ 5'-GGATGATGCCTTTGCTGTG-3’
XBP1(s) 5’-GCTGAGTCCGCAGCAGGT-3’ 5'-GCTGAGTCCGCAGCAGGT-3’

y un kit SYBR Green PCR Master Mix Reagent (Life Technologies,
Estados Unidos). Las concentraciones de mRNA se normalizaron
respecto a las de GAPDH.

Determinacion de apoptosis

La apoptosis se midi6 mediante la activacién de la caspasa-3 y la
caspasa-7 mediante el andlisis FLICA (Immunochemistry Technol-
ogies, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6 con el test de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich)
segiin lo descrito con anterioridad'®.

Determinacion de autofagia

Se utilizo el kit de deteccion de autofagia CYTO-ID (Enzo Life
Sciences, Estados Unidos) para medir la formacion de auto-
fagosomas siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis de Western blot (inmunoelectrotransferencia)

Se recolectaron las células AC16 transfectadas en tampon RIPA
(Sigma-Aldrich), y se determinaron las concentraciones de
proteina con un kit de andlisis de proteina BCA (Thermo Fisher
Scientific). Los anticuerpos primarios utilizados para el Western
blot fueron los anti-caspasa-3, anti-caspasa-3-fragmentada, anti-
GRP78, anti-LC3-B, anti-P62 (todos ellos de Cell Signaling
Technology, Paises Bajos), anti-ATG14 (Abcam, Reino Unido) y
[3-actina (Sigma-Aldrich). Las bandas proteicas se visualizaron con
el sistema de deteccion de inmunotransferencia ECL (Bio-Rad,
Estados Unidos) y se revelaron en un sistema de imagen ChemiDoc
MP (Bio-Rad). Para analizar la expresion proteica, se cuantificaron

las bandas mediante densitometria utilizando el
informatico de andlisis Image Lab (Bio-Rad).

programa

Analisis estadistico

Los datos se expresan en forma de media =+ error estandar de la
media (EEM) salvo otra indicacién. La significacion estadistica se
defini6 como p < 0,05. El andlisis de las diferencias entre los
individuos sanos, los pacientes con MCDi y los pacientes con MCD
familiar se realizaron con el analisis de la varianza (ANOVA). Se
utilizaron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para
caracterizar el rendimiento diagndstico del miR-16 mediante la
determinacion del area bajo la curva (AUC), la especificidad y
la sensibilidad de los valores de corte 6ptimos. Las curvas ROC se
generaron representando graficamente la sensibilidad frente a 100 —
especificidad. Los datos se presentan en forma de AUC e intervalo de
confianza del 95% (1C95%). Se utilizd la prueba de la t de Student para
analizar las diferencias tras la sobreexpresion del miR-16 en las
células AC16. Las relaciones entre los miRNA y la fraccion de eyeccién
del VI se evaluaron mediante regresion logistica. Se utilizo la prueba
de Wilcoxon y se usaron combinaciones iterativas entre el miR-16,
ademas de covariables ecocardiograficas y clinicas, para la creacion de
varios modelos. Los cambios en los valores de p de sus variables se
evaluaron con la prueba de Wald y el cociente de verosimilitud. Se
utilizo el programa estadistico R para todos los andlisis. Las figuras se
generaron con el programa informatico GraphPad Prism 6.

RESULTADOS

El miR-16 esta aumentado en el plasma de los pacientes
con miocardiopatia dilatada isquémica

Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 2. La
expresion del miR-16 fue 1,34 veces mayor en el plasma de los
pacientes con MCDi que en el de los controles sanos (p = 0,039)
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Tabla 2

Variables demograficas, clinicas y ecocardiograficas de la poblacion del estudio

Variable Controles sanos (n=76) MCD isquémica (n=60) MCD familiar (n=32)
Edad (afios) 383+118 68,2+8,3 42,3+153
Varones 38 (52,1) 48 (80) 21 (65,6)
IMC 23,8+35 28,8+43 27,6+438
Fumadores actuales - 31 (59) 8 (25)
FEVI (%) 66,4 +5,2 34,1+6,0 473+11,7
DTDVI (mm) 456+49 61,0+6,0 56,5+8,4
DTSVI (mm) 28,1+£5,1 453+15,0 42,2+10,8
DAI (mm) 364+83 44,5+7,6 38,2+6,5
Indice de esfericidad 0,5+04 0,7+0,1 0,8+0,2
TDI s’ (cm/s) 0,10+0,02 0,05+0,01 0,09+0,02
Cociente E/e’ 71+18 155+7,1 76+2,6
NYHA II-111 - 68 34

ARA-II - 29 (48,3) 6 (18,8)
IECA - 24 (40) 10 (31,6)
Nitratos - 14 (23,3) -

ARM - 38 (63,3) 8 (25)
Antiagregantes plaquetarios - 36 (60) 2 (6,3)
Estatinas 28 (36,8) 19 (31,7) 3(9,4)
Bloqueadores beta - 50 (83,3) 4 (12,5)

ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina II; ARM: antagonistas del receptor de mineralocorticoides; DAI: dimensi6n de la auricula izquierda; DTDVI: dimension
telediastolica del ventriculo izquierdo; DTSVI: dimension telesistélica del ventriculo izquierdo; FEVI: fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo; IECA: inhibidores de la
enzima de conversion de la angiotensina; IMC: indice de masa corporal; MCD: miocardiopatia dilatada; NYHA: clase funcional de la New York Heart Association; TDI s’: onda

sist6lica maxima de la imagen de Doppler tisular.
Los valores expresan media + error estandar de la media o n (%).
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Figura 1. Expresiéon del microRNA-16-5p (miR-16) en plasma detectada
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa
(qRT-PCR) en individuos sanos y pacientes con miocardiopatia dilatada (MCD)
isquémica o familiar. A: la expresién de miR-16 aumento significativamente en
los pacientes con MCD isquémica (n = 60) en comparacion con los pacientes
con MCD familiar (n=32) y los individuos sanos (n=76). B: andlisis de
caracteristicas operativas del receptor (ROC) del miR-16 para la MCD
isquémica, con un area bajo la curva (AUC) = 0,645 (intervalo de confianza
del 95%, 0,55-0,74; p = 0,004), una sensibilidad del 75% y una especificidad del
56,2%."p < 0,05.

(figura 1A). Cabe seflalar que no se observaron diferencias en las
concentraciones plasmaticas de miR-16 entre los pacientes con
MCD familiar y los individuos sanos. El analisis ROC del miR-16
mostro un AUC significativa (figura 1B). La potencia de discrimi-
nacion para diferenciar a los pacientes con MCDi de los controles
fue 0,645 (1C95%, 0,55-0,74; p = 0,004). Con este valor de corte se
obtenia una sensibilidad del 75,0% y una especificidad del 56,2%
para la identificacion de los pacientes con MCDi y los controles
sanos.

Los andlisis de regresion logistica multivariable mostraron que
las concentraciones circulantes de miR-16 mostraban una asocia-
cion con el indice de esfericidad y con la onda sistdlica maxima de
la imagen de Doppler tisular (TDI s’). Segln lo indicado por este
analisis, el indice de esfericidad (odds ratio [OR] = 1,20; 1C95%, 1,07-
1,34; p < 0,001), TDI s’ (OR = 0,44; 1C95%, 0,30-0,65; p < 0,001) y la
concentracion plasmatica de miR-16 (OR = 8,53; 1C95%, 1,30-55,82;
p=0,013) son factores independientes asociados con la MCDi
(tabla 3). El criterio de informacion de Akaike mostré un valor de
62,15. El analisis ROC del modelo multivariante mostré un AUC =
0,963 (1C95%, 0,92-1,00; p < 0,001).

Tabla 3

Andlisis de regresion logistica multivariable de los pacientes con MCDi
Variable OR 1C95% P
indice de esfericidad 1,20 1,07-1,34 < 0,001
TDI s 0,44 0,30-0,65 <0,001
miR-16 8,53 1,30-55,82 0,013

Valor del AIC: 62,15

AIC: criterio de informacion de Akaike; 1C95%: intervalo de confianza del 95%;
MCDi: miocardiopatia dilatada isquémica; OR: odds ratio; TDI s’: onda sistdlica
maxima de la imagen de Doppler tisular.

El modelo incluia el indice de esfericidad, la TDI s’ y la concentracién plasmatica de
miR-16.
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Figura 2. La sobrexpresién del microRNA-16-5p (miR-16) fomenta la apoptosis en las células cardiacas humanas. A: se detect6 la expresion relativa de mRNA de
miR-16 mediante reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) y se normaliz6 respecto a la de SnRNA U6 (n = 5). B: se determino la
presencia de células apoptéticas mediante el analisis FLICA con citometria de flujo. C: se muestran los resultados de la citometria de flujo cuantitativa de células
cardiacas apoptoticas (n=3). D: se detectaron las concentraciones relativas de mRNA de BCL-2 y de mRNA de caspasa-3 mediante qRT-PCR y se normalizaron
respecto a los de GAPDH (n = 7). E: se sometieron lisados de células enteras a un andlisis de inmunotransferencia con anticuerpos especificos contra la caspasa-3
fragmentada, la caspasa-3 y la B-actina (n = 3). F: cuantificacién de la caspasa-3 fragmentada y la caspasa-3 normalizada respecto a la 3-actina (n = 3). G: se evalud
la viabilidad celular mediante un analisis MTT; los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular. CASP-3: caspasa-3; CT: células AC16 de control; miR-
16: células AC16 con sobrexpresion de microRNA-16-5p. *p < 0,05. **p < 0,01. ***p < 0,005.

La sobrexpresion de miR-16 fomenta el estrés del reticulo
endoplasmico, la insuficiencia cardiaca y los biomarcadores
inflamatorios en los cardiocitos humanos

Las concentraciones de miR-16 aumentaron (figura 2A), y esta
sobrexpresion indujo la apoptosis (cambio de 2,187 veces en las
células apoptdticas; p=0,02) (figura 2B,C). Estos resultados
concuerdan con las menores concentraciones de mRNA de BCL-2
(cambio de 0,35 veces; p=0,0007) (figura 2D) y las superiores
concentraciones proteicas de la caspasa-3 fragmentada (cambio de
4,82 veces; p=0,02) (figura 2EF). Ademas, el miR-16 redujo la
viabilidad celular en las células AC16 con sobrexpresion de miR-16
(una reduccion del 64%; p = 0,008) (figura 2G).

A continuacién se analizaron la cantidad de los genes clave
involucrados en el estrés del RE, la respuesta de degradacion de
proteinas relacionadas con el RE (ERAD) y los biomarcadores de IC
(figura 3A-C). La sobrexpresion de miR-16 foment6 la cascada del
estrés del RE apoptotico, dado el grado de expresion de mRNA de la
via de PERK/CHOP: PERK (cambio de 1,84 veces; p=0,01), ATF4
(cambio de 1,68 veces; p=0,02) y CHOP (cambio de 1,72 veces;
p =0,03) (figura 3A). En cambio, se observé una disminuciéon de
GRP78 (mRNA, cambio de 0,47 veces; p = 0,004; proteina, cambio
de 0,22 veces; p=0,04) y mRNA de ATF6 (cambio de 0,48 veces;
p=0,002) y XBP1(s) (cambio de 0,38 veces; p=0,01). Ademas, la
sobrexpresion de miR-16 activo la respuesta de ERAD (mRNA de
EDEM, cambio de 1,74 veces; p=0,03; mRNA de 0S-9, cambio
de 1,36 veces; p = 0,02). Por lo que respecta a los biomarcadores de
IC, la sobrexpresion de miR-16 fomentd la expresion del
propéptido natriurético cerebral (proBNP) (cambio de 2,03 veces;
p=0,03) y la troponina T miocardico (TNNT2) (cambio de 1,83
veces; p = 0,02) (figura 3C). Ademas, la concentracion de mRNA de
IL-13 fue 8,84 veces superior (p = 0,035) (figura 3C).

Se realizaron experimentos de evolucion temporal para
caracterizar mejor la activacion del estrés del RE inducido por el

miR-16 (figura 4). La cantidad de mRNA de IRE1a (cambio de 1,84
veces, p =0,02), ATF4 (cambio de 1,96 veces; p=0,03) y CHOP
(cambio de 3,68 veces; p = 0,002) aumento significativamente a las
6-16 h de la transfeccion de miR-16. La concentracion de mRNA de
ATF6 y de GRP78 disminuyd en respuesta a la sobrexpresion
de miR-16 (figura 4AB). A continuacion se analizaron los
transcriptos relacionados con la autofagia. Los mRNA de ULK1
(cambio de 1,57 veces; p=0,04) y MAPILC3B (cambio de
2,17 veces; p = 0,04) habian aumentado significativamente 24 h
después de la transfeccion de miR-16. Los mRNA de ATG14 se
redujeron en sobrexpresion de miR-16.

Efectos del miR-16 en la autofagia de cardiocitos humanos

Los instrumentos de prediccidon bioinformaticos (TargetScan,
miRBase y miRDB)'® revelaron la secuencia de unién de la
interaccion miRNA-mRNA (figura 5A). El grado de expresion de
mRNA de ATG14 y de TWF1 se redujo en 0,448 y 0,091 veces,
respectivamente, tras la sobrexpresion de miR-16 y miR-1
(figura 5B). Estos resultados se corroboraron con la reduccion de
las concentraciones de proteina ATG14 en comparaciéon con lo
observado en los controles (cambio de 0,16 veces; p=0,03)
(figura 6C), lo cual confirmé nuevamente que el miR-16 puede
producir una regulacion negativa de la expresiéon de ATG14 en las
células AC16.

La sobrexpresion de miR-16 produce una acumulaciéon de
autofagosomas, tal como indica el aumento de la intensidad
de tincibn de CYTO-ID en comparacion con los controles
(cambio de 1,69 veces; p < 0,001) (figura 6A,B). Se determin el
cociente LC3BI/Il y la p62 como proteinas representativas del flujo
autofagico (figura 6C,D). Se observé un aumento significativo de la
conversion de LC3B-I a LC3B-II (cambio de 6,37 veces; p = 0,003) y
de la degradacion de la proteina p62 (cambio de 0,74 veces;
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Figura 3. Efectos del microRNA-16-5p (miR-16) en el estrés del reticulo
endoplasmico (RE), los biomarcadores de insuficiencia cardiaca y la
inflamacion en células cardiacas humanas. A: se detectaron los valores
relativos de mRNA de los marcadores del estrés del RE (GRP78, ATF6, IRE1«,
XBP1(s), ATF4, CHOP, EDEM y 0S-9) mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) y se normalizaron respecto a
los de GAPDH (n = 5). B: se sometieron lisados de células enteras a un analisis
de inmunotransferencia con anticuerpos especificos contra GRP78 y 3-actina
(n=3). C: cuantificacion de las concentraciones de proteina GRP78,
normalizadas respecto a las de [-actina (n=3). D: se detectaron
concentraciones relativas de biomarcadores de la IC (propéptido
natriurético cerebral y TNNT2) y de inflamacion (IL-1B) mediante qRT-PCR
y se normalizaron respecto a los de GAPDH (n = 5). CT: células AC16 de control;
miR-16: células AC16 con sobrexpresiéon de microRNA-16-5p. *p < 0,05. **p <
0,005.

p=0,01) que reflejaba la actividad autofagica en las células
cardiacas con sobrexpresion de miR-16.

DISCUSION

La MCD es la miocardiopatia mas frecuente y el principal motivo
de los trasplantes de corazén en todo el mundo®®. Se trata de una
enfermedad compleja, con un fenotipo comin que engloba
mecanismos etiologicos heterogéneos. Las mejoras en la fisiopato-
logia subyacente en la MCD podrian reducir la carga clinica de esta
entidad. Asi pues, contindGa habiendo necesidad de nuevos
indicadores no invasivos, como los miRNA, para facilitar la toma
de decisiones clinicas y la elaboracién de estrategias terapéuticas.
Ademas, la identificacion de miRNA andémalos y sus dianas podria
revelar la patogenia subyacente a la MCDi a escala molecular®2!-26,
Se observd que la expresion de miR-16 era significativamente
mayor en el plasma de los pacientes con MCDi que en los individuos
sanos o los pacientes con MCD familiar, lo cual confirma que el miR-
16 esta relacionado con la MCDi. Por otra parte, varios parametros
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Figura 4. La sobrexpresion de microRNA-16-5p (miR-16) fomenta el estrés del
reticulo endopldsmico (RE) antes de la autofagia de las células cardiacas
humanas. A: se detectaron los valores relativos de miR-16 mediante reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) y se
normaliz6 respecto a los de SnRNA U6 (n =4). B: se detectaron los valores
relativos de mRNA de los marcadores del estrés del RE (GRP78, ATF6, IRE1c,
ATF4 y CHOP) mediante qRT-PCR y se normalizaron respecto a los de GAPDH
(n = 4). C: se detectaron los valores relativos de mRNA de los marcadores de la
autofagia (ULK1, ATG3, ATG4B, ATG14, MAP1LC3B y p62) mediante qRT-PCR y
se normalizaron respecto a los de GAPDH (n = 4).*p < 0,05.

ecocardiograficos como el indice de esfericidad y la TDI s’ sistlica
maxima mostraron una asociacién con la cohorte de MCDi. El valor
inferior del indice de esfericidad y la TDI s’ se han relacionado con
un peor prondstico en la MCD. Considerando los resultados
conjuntamente con los obtenidos por Devaux et al.!°, nosotros
proponemos un modelo multiparamétrico que incluye el indice de
esfericidad, la TDI s’ y el miR-16, que podria mejorar la
identificacion de la MCDi. En consecuencia, el miR-16 parece
prometedor como biomarcador de la MCDi para una posible
traslacion al ambito clinico.

La sobreexpresion de miR-16 inhibe la proliferacion celular y
fomenta la apoptosis mediante la accion directa sobre la BCL-2 en
modelos de isquemia de rata'’'?. En nuestro estudio, esta
situacién se simuld en una linea de cardiocitos humanos por lo
que respecta a la apoptosis, la viabilidad celular y la BCL-2. En
cambio, se ha descrito que la BCL-2 estd aumentada y puede
intervenir en un mecanismo de compensaciéon en el VI de la
poblacién con MCD?“. Por otra parte, se observa una activacién de
la muerte celular en el VI de los pacientes con una MCD en fase
terminal®’. Liu et al.?” sefialaron que la caspasa-3 y la CHOP, que
son proteinas clave involucradas en la muerte celular, estaban
activadas en los tejidos del VI de pacientes con MCD en fase
terminal, en comparaciéon con lo observado en el tejido cardiaco
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normal. Nuestros datos demostraron que la sobreexpresion de
miR-16 fomenta el aumento del mRNA de CHOP y de las
concentraciones proteicas de caspasa-3 y caspasa-3 fragmentada.
No obstante, sera necesario disponer de mas evidencia para
determinar los eventos patoldgicos sucesivos que convergen en la
apoptosis de los miocardiocitos.

La BCL-2, que es una de las proteinas antiapoptoticas esenciales,
desempeifia un papel central en la adaptacion al estrés celular,
incluida la interacciobn molecular entre el estrés del RE y la
autofagia?®2°, Dado que la BCL-2 es un objetivo principal del miR-
16, se analizaron estas dos respuestas de adaptacion celular.
Diversas observaciones indican que la secuencia proapoptoética

relacionada con el estrés del RE se ve influida por el miR-16 en las
células cardiacas humanas. En primer lugar, la sobrexpresion de las
concentraciones de CHOP conduce a apoptosis celular y detencion
del ciclo celular®®?!. Nuestros resultados confirmaron que la CHOP
aumenta poco después de la sobrexpresion de miR-16, con un
incremento posterior en el nimero de células cardiacas apoptoticas.
La CHOP regula varios genes proapoptéticos y antiapoptoticos,
incluida la transcripcién de la caspasa-3 y la BCL-22. En condiciones
de estrés del RE, la expresion de la BCL-2 se reduce por la CHOP, que
sensibiliza las células para la apoptosis®>>. En segundo lugar, la
GRP78, que es un factor regulador principal de la citoproteccion y
reduce el estrés del RE, estd aumentada tras una simulacion
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isquémica en el modelo de miocardiocitos de rata**. Sin embargo, la
sobrexpresion de miR-16 en nuestro modelo celular redujo las
concentraciones de GRP78. Es posible que esto se deba a una
regulacién negativa del ATF6, gen diana del miR-16>° o a la
inhibicion general de la traslacion proteica por la via de PERK/CHOP.

Un estrés del RE abrumador fomenta la inflamacién y la IC”>6. El
proBNP, la forma prohormonal de los péptidos natriuréticos (BNP y
NT-proBNP), y la TNNT2 son biomarcadores clinicos importantes
para el diagnostico de la disfuncion cardiaca después de un evento
isquémico>’8. Nosotros hemos confirmado que el miR-16 conduce
a la expresion de proBNP yTNNTZ2. En situaciones patoldgicas (es
decir, estrés mecanico o isquemia), las células del VI expresan el
proBNP como respuesta a la expansion de volumen del ventriculo®”.
La TNNT2 es un elemento del aparato contractil de los miocardio-
citos. Regula la contracciéon muscular en respuesta a los cambios del

calcio intracelular e indica el dafio del misculo cardiaco de manera
muy especifica®®. Por lo que respecta a la inflamacién, las citocinas
proinflamatorias como la IL-13 aumentan la permeabilidad de la
membrana celular de los miocardiocitos y fomentan la apoptosis y
la liberacién de troponinas>®. Miyazaki et al.*® demostraron que la
via que actia a través de PERK/CHOP aumenta la inflamacion
tisular, incluida la IL-1(3, tras la isquemia/reperfusion del miocardio
en un modelo de ratén. La sobrexpresion de miR-16 conduce a un
aumento del mRNA de la IL-1B. Ademas, la via de PERK/CHOP
desempeiia un papel especifico en el control de la produccién de la
IL-1B y de su maduracién®!. Por otra parte, las concentraciones de
IL-13 permiten predecir la mortalidad y la necesidad de trasplante
de corazon en los pacientes con MCD*2,

El estrés del RE y la inflamacién podrian iniciar el proceso de
autofagia en la patogenia de las cardiopatias’*>. Nuestros datos
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demuestran que la autofagia esta activada después del estrés del
RE, posiblemente como respuesta a proteinas con un plegamiento
alterado o con agregacion como consecuencia de la sobrexpresion
de miR-16. La presencia de autofagosomas en la poblacién con
MCD idiopatica indica una mejora del prondstico de la IC. Estos
resultados indican una funcidon protectora de la autofagia en
cuanto al deterioro del miocardio®°. Hemos confirmado que el
miR-16 fomenta la acumulaciéon de autofagosomas. Hay mas de
30 proteinas de genes relacionados con la autofagia (ATG) que
intervienen en ella, en especial en la formaciéon de autofagoso-
mas?®, y la ATG14 es una de las principales proteinas involu-
cradas*®. Ademas, el ATG14 es uno de los principales genes diana
regulados por el miR-16 en las células del endotelio vascular®®. En
el presente estudio, el miR-16 inhibio la progresion de la autofagia
y participo en la lesion del endotelio vascular y la cardiopatia
crénica®®. En nuestro modelo, hubo una significativa regulacién
negativa de la ATG14 tras la sobrexpresion del miR-16. Sin
embargo, el flujo autofagico se activo, y ello indica que es posible
que la ATG14 no tuviera un papel crucial en este proceso.
Recientemente, Caragnano et al.*® han afirmado que el proceso de
la autofagia esta bloqueado en los pacientes con MCD, dada la
acumulacion de proteina p62. Asi pues, el papel de la autofagia
como programa de citoproteccion o tendente a la muerte celular
continda sin haberse determinado en las diversas etiologias de la
MCD. Nosotros proponemos que el miR-16 fomenta la autofagia
celular y reduce la agregacion de proteinas como arma final para
afrontar el problema. De hecho, se ha descrito que la isquemia
crénica activa la autofagia®’ y que su estimulacién protege a los
cardiomiocitos del dafio isquémico®®. Sin embargo, la regulacién
positiva abrumadora de la autofagia podria conducir a apoptosis de
los miocardiocitos y un empeoramiento de la funcién cardiaca®.

En resumen, nuestros resultados confirman que el miR-16 hace
un papel importante en la progresiéon del dafio de las células
cardiacas humanas en la MCDi. Al actuar a través de varias dianas
moleculares, el miR-16 tiene una repercusiéon secuencial en el
estrés del RE, la inflamacio6n, la autofagia y la apoptosis. Asi pues,
una mejora del conocimiento sobre la interacciéon entre estos
procesos y el esclarecimiento del papel del miR-16 facilitaran el
desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas e individuali-
zadas para la MCDi.

Limitaciones

El estudio tiene ciertas limitaciones. En primer lugar, la utilidad
de la miR-16 debera compararse con la de las pruebas bioquimicas
actualmente establecidas. En segundo lugar, dada la ausencia de
muestras de biopsia cardiaca, fue imposible determinar si las altas
concentraciones plasmaticas de miR-16 reflejaban el patron de
expresion de miRNA intracelular. Aunque el uso de una linea de
cardiocitos humanos estable tiene ciertas ventajas y es esencial
para describir los procesos celulares y moleculares relacionados
con la sobreexpresion de miR-16, serdn necesarias nuevas
investigaciones para la traslacién clinica de estos resultados.
Aunque hubo una regulacion negativa de la expresion de ATG14
después de la sobrexpresion de miR-16, deberd realizarse un
andlisis de luciferasa para determinar si la ATG14 se ve afectada
directamente por el miR-16 en esta linea de cardiocitos humanos.

CONCLUSIONES

Las concentraciones plasmaticas del miR-16 muestran un
aumento en los pacientes con MCDi, lo cual confirma su relacién
con esta etiologia. Nuestro estudio revela que el miR-16 activa el
estrés del RE y fomenta la inflamacion seguida de autofagia de las

células cardiacas humanas en condiciones de isquemia. Asi pues, la
autofagia puede ser un intento de mantener la homeostasis celular
en respuesta a proteinas mal plegadas o agregadas en relacion con
el estrés del RE previo a la apoptosis.
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{QUE SE SABE DEL TEMA?

- Pese a ser una de las principales causas de la IC, la
fisiopatologia de la MCDi a escala subcelular continda
sin estar clara.

- Cada vez hay mas evidencia de que hay una desregula-
cion de miRNA en varias enfermedades cardiovascu-
lares, incluida la MCD.

- La concentracion de miR-16 esta aumentada en modelos
de la MCDi de rata y en pacientes con MCDi.

- Su sobrexpresion desencadena la apoptosis miocardica
a través de una regulacion postranscripcional de la BCL-
2 en un modelo de isquemia miocardiocitaria de rata.

- Ademas, su ausencia en los miocardiocitos mejora la
funcion cardiaca.

{QUE APORTA DE NUEVO?

- Las concentraciones circulantes de miR-16 fueron
significativamente mayores en el plasma de los
pacientes con MCDi que en los controles sanos y no
mostraron ningn aumento en los pacientes con MCD
familiar, lo cual indica que el miR-16 esta relacionado
especificamente con la MCDi.

- Ademas, nuestros resultados indican que el miR-16
induce el estrés del RE, marcadores de la IC, inflamacion
y autofagia y en las células cardiacas humanas.

- Una mejora del conocimiento sobre estos procesos y el
esclarecimiento del papel del miR-16 facilitaran
el desarrollo de estrategias terapéuticas para la MCDi.
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