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RESUMEN

El infarto de miocardio, si no es mortal,
conduce a un remodelado del tejido cardiaco
que evoluciona hacia la insuficiencia cardiaca
puesto que el corazén carece de capacidad
regenerativa. Actualmente no existe una
terapia regenerativa, pero se han descrito
microRNAs (miR), por ejemplo, el miR-199a-
3p, que la promueven a traves de la
estimulacién la proliferacion de cardiomiocitos.
En este trabajo se han desarrollado y
caracterizado nanoestructuras de DNA (DNS)
capaces de transportar el miR-199a-3p,
internalizarse de manera eficiente en la célula
y liberar el miR de manera funcional utilizando
la propia maquinaria de la célula. Este trabajo
sienta las bases para futuros desarrollos de la
terapia cardioregenerativa basada en miR.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV)
son la principal causa de muerte en los paises
occidentales. El infarto de miocardio (IM)
representa casi el 50% de estas muertes. Sino
es letal, el dafno miocardico se remodela
pudiendo evolucionar a insuficiencia cardiaca
(IC). Hasta la fecha, no existe cura para estos
procesos cronicos o tratamientos capaces de
inducir la regeneracion cardiaca post-IM.
Ademas, no se ha desarrollado ninguna
terapia biologica avanzada para tales fines (1).

La terapia con miRs (con imitadores o anti-
miRs) ha mostrado efectos curativos en la
enfermedad (2—4), incluido el tratamiento post-
IM en grandes animales (3,4). En particular, el
miR-199a-3p indujo la regeneracién cardiaca
en modelos de IM de ratén, rata y cerdo

promoviendo la proliferacién de cardiomiocitos
(CM) (2,5,6). Sin embargo, la terapia con
miRNAs tiene una serie de obstaculos
asociados como la falta de estabilidad en
circulacion o el direccionamiento de la terapia
al organo diana. Para solucionar este
problema se han desarrollado vectores no
virales basados en liposomas o particulas
poliméricas de diversa naturaleza. A este
respecto, el uso de DNA para la preparacion
de nanoestructuras biocompatibles es una
alternativa emergente y prometedora ya que
puede albergar una gran cantidad de
microRNAs en su estructura, protegiéndolos
de la degradacién en circulaciéon sanguinea y
ser funcionalizadas para dirigirse de forma
especifica a un érgano determinado.

MATERIALES Y METODOS

Las nanoestructuras de DNA (DNS) se han
construido mediante 3 métodos diferentes:
autoensamblaje de la construccién de unién
de tres vias del ADN con conectores
complementarios basados en DNA (7),
mediante la técnica de “Rolling Circle
Ampilification” (RCA) y mediante “Rolling Circle
Transcription” (RCT) (8,9). Las secuencias de
DNA fueron racionalmente disefiadas para
permitir la carga de grandes cantidades del
miR terapéutico mientras se logra un tamafo
adecuado para la internalizacion celular.

Se ha creado una esponja para evaluar la
funcionalidad del DNS in vitro, es decir, un
vector reportero luciferasa que contiene
secuencias anti-miR-199a-3p.

La caracterizacion estructural de las DNS se
ha realizado mediante electroforesis en gel
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(GE), dispersién dinamica de luz (DLS) vy
microscopia electronica de transmisién (TEM.
En las células, la capacidad de internalizacion
de las DNSs (marcadas con el fluoréforo Cy3
y analizadas mediante citometria de flujo) y la
liberacion intracelular de miR mediada por
RNasa H (ensayos de indicador de luciferasa)
ha sido probada in vitro con células Hek293.

Se han disefiado y probado alternativas en el
disefio de las DNS para conferirles mas
resistencia en condiciones fisiolégicas vy
solucionar problemas de degradacion de miR
(resistencia a nucleasas).

Para habilitar la capacidad de las DNS de
atravesar barreras endoteliales se estudia
utilizar aptameros transendoteliales. Para ello,
se ha creado y desarrollado un modelo de
barrera endotelial.

RESULTADOS

Se han creado y caracterizado
nanoestructuras que albergan el miR-199a-3p.
Poseen un diametro en disoluciéon aproximado
de 70 nm de en el caso de las desarrolladas
por autoensamblaje de Y-DNA con conectores
de RNA, y sobre 150 nm y 300 nm en las
preparadas por RCA 'y por RCT,
respectivamente. Las DNSs internalizan de
modo efectivo en Hek293 con casi el 100% de
células cargadas de nanoestructuras. El miR
se libera activamente a través de la accién de
la RNasa H intracelular y ejerce inhibicién de
la actividad luciferasa, demostrando asi su
correcto procesamiento por parte de la
maquinaria celular y la interaccion con su
secuencia diana. Ademas, se han desarrollado
estrategias de aumento de la estabilidad de los
miRs, y por tanto de las DNS, en condiciones
fisioldgicas. Por ultimo, se ha desarrollado
satisfactoriamente un modelo de barrera
endotelial para el ensayo de la capacidad
transcitotica de aptameros.

CONCLUSIONES

En conclusibn, hemos creado un nuevo
nanotransportador para la entrega de miR-
199a-3p funcional en un sistema celular
modelo. Ademas, hemos establecido un
modelo de barrera endotelial que permitira la
realizacion de  estudios futuros de
transferencia de DNS a través de los vasos
sanguineos, factor limitante de su potencial
eficacia in vivo.
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