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RESUMEN

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) es la cuarta causa de muerte a nivel mundial y se caracteriza por
dano cronico a las vias aéreas y parénquima pulmonar, asociado a inflamacion local y sistémica. EI conocimiento de las bases
moleculares que sustentan tales alteraciones puede ser de utilidad para el desarrollo de nuevos y efectivos métodos de evaluacién
y terapia. En las tltimas décadas, se descubrié que la expresion génica puede ser regulada de manera post-transcripcional por un
tipo de ARNs no-codificante, denominado microARN (miARN).Varios tipos de miARN se relacionan con procesos biolégicos como
la proliferacién, diferenciacién y maduracion de las células musculares. El rol de los miARNs como biomarcadores diagndsticos
y terapéuticos deriva de la presencia de miARNs extracelulares, lo que hace posible su pesquisa en distintos fluidos corporales.
También, se ha detectado la desregulacion en los niveles de expresion de varios miARNs en pacientes EPOC y su relacion con las
alteraciones observadas en esta patologia. Ademds, se han documentado cambios en el perfil de expresion de los miARNs luego
del ejercicio en sujetos sanos, lo que puede ser un foco de investigacion relevante para la fundamentacion de las intervenciones
kinésicas desde una perspectiva biologica en un contexto clinico. Asi, esta revision agrupa el conocimiento actual en torno a
los procesos mediados por miARNs en la génesis y progresion de la EPOC y analiza su potencial relacion con las adaptaciones

inducidas por el ejercicio en estos pacientes.

Palabras Clave: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, miARN y ejercicio.
ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is the fourth leading cause of death worldwide and it is characterized by an
airway and lung parenchyma chronic injury asociated to a local and systemic inflammation. The molecular basis knowledge that
support such alterations can be useful for the development of newer and more efficient treatment and evaluation methods. In
the last decades it was discovered that gene expression can be modulated in a post-transcriptional way by a non-codifying RNA,
called microRNA (miRNA). Several types of miRNAs are related to biological processes, such as proliferation, differentiation
and maturation of muscle cells. The role of miRNAs as diagnostic and therapeutic biomarkers derives from the presence of
extracellular miRNAs, which allows its screening in different corporal fluids. Also, it has been detected deregulation of expression
levels of several miRNAs in COPD patients and its relationship with the observed alterations in this pathology. Furthermore,
changes have been documented in the expression profile of miRNAs of healthy subjects, which may be a relevant investigation
focus to give ground in a clinical context from a biological perspecive to the physical therapy interventions. Thus, this review
collects the actual knowledge about both genesis and progression of miARN mediated processes in COPD and analyzes their

potential relationship with exercise-induced adaptations in these patients.

Key words: Chronic Obstructive Pulmonary Disease, miRNA, exercise.
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Introduccion

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
(EPOC) ha manifestado un continuo incremento a lo
largo de los afios y se ha convertido en la cuarta causa
de muerte a nivel mundial'. Se caracteriza por un dafio
cronico a las vias aéreas y al parénquima pulmonar y
por una respuesta inflamatoria anormal, tanto local
como sistémica’. El cuadro involucra un aumento de
celulas inflamatorias y alteraciones estructurales y el
estudio de los mecanismos que modulan este proceso
es clave para la comprension de la patogénesis de la
EPOC y el desarrollo de nuevas modalidades de eva-

luacion y terapia’.

Es por esto que un area de investigacion que ha ge-
nerado interés se centra en el rol de los microARN
(miARN) como biomarcadores clinicos, ya que se ha
identificado una alteracion en su expresion en patolo-
gias como el cancer®, obesidad® y diabetes tipo II°, entre
otros. Los miARNs son un tipo de ARN no codifican-
te que puede modular la expresion génica de manera
post-transcripcional, descubiertos en 1993 en Caenor-
habditis Elegans’. Sin embargo, solo recientemente se
ha confirmado su capacidad de regular diversos proce-
sos biologicos y su respuesta ante estimulos externos.
Actualmente, se conocen mas de dos mil miARNSs y su
niimero sigue creciendo®. Dentro de las caracteristicas
que convierten a los miARNs en biomarcadores atrac-
tivos, destaca que se han reportado niveles significati-
vos de miARNs circulantes en diversos fluidos corpo-
rales de forma estable y que su expresion es altamente

especifica entre los tejidos y etapas de desarrollo’.

Por otra parte, se ha observado que la expresion de
ciertos miARNs responde de forma selectiva frente
a condiciones de ejercicio, lo que ha permitido com-
plementar la comprension sobre los mecanismos invo-
lucrados en los beneficios del ejercicio en sujetos sa-
nos'’. Se ha estudiado también el efecto del ejercicio
sobre la expresion de miARNSs en procesos biologicos
y en patologias cronicas no-transmisibles como la hi-
pertension'' y la obesidad'”. Sin embargo, el rol de los
miARNSs en los beneficios del ejercicio para pacientes

EPOC esta escasamente documentado.

Asi, esta revision tiene como objetivo agrupar el co-
nocimiento actual en torno a los procesos mediados
por miARNs en la génesis de la EPOC y analizar su
potencial relacion con las adaptaciones inducidas por el

ejercicio en estos pacientes,

Para ello, se utiliz6 la base de datos PubMed Central®),
introduciendo las palabras clave: microRNAs, Chronic
Obstructive Pulmonary Disease y exercise, activando
filtros que permitieran recolectar articulos originales
de los altimos 5 anos. Luego del analisis por titulo y re-
sumenes, se seleccionaron los mas relevantes para la te-
matica de investigacion. Ademas, se utilizo la bsqueda
manual de articulos, en caso de ser necesario. Primero,
se expondran conceptos basicos sobre los microARNs
y luego se analizara su participacion en la EPOC y en

las adaptaciones inducidas por ejercicio.

Biogénesis, funcion y transporte de los miARNs

Los miARNs son procesados a partir de transcriptos
largos en forma de tallo-lazo que pueden estar ubica-
dos en: un ex6n de un ARN no-codificante, un intron
de un ARN-no codificante, un intron de un ARNm-
codificante o bien dentro del extremo 3’ de la region
no traducida de ARNm-codificante'* '*. Este ultimo
caso sugiere la existencia de una coexpresion regu-
lada entre el miARN y su respectivo ARNm target'.
La presencia de una estructura cap de metilguanosina
y una cola poli-adenilada indica la participacion de la
ARNPolimerasa II (ARN pol-II) en el proceso de trans-
cripcion y se ha comprobado asociacion directa entre
ARN pol-II'y varios miARNs". Sin embargo, también
se ha descrito que la ARNPolimerasa III transcribe los
miARNSs intercalados en secuencias Alu del cromoso-
ma 19'°. En cualquier caso, en la transcripcion se gene-
ra un miARN primario (pri-miARN) de alrededor de
unos varios cientos de nucleotidos de longitud. Dentro
del ntcleo es procesado por el complejo enzimatico
Drosha/DGCRS, que se une al lazo terminal y corta el
tallo para liberar un pre-miARN de aproximadamente
80 nucleotidos de longitud con 2 nucleotidos protu-
berantes en el extremo 3’ (reconocidos por todos los
factores cascada abajo de la biogénesis) el que es ex-
portado al citoplasma con la ayuda de una proteina Ex-
portina-5 dependiente de la GTPasa Ran'”'*. Una vez
ahi, la hebra de pre-miARN es nuevamente procesada
por la endorribonucleasa Dicer y libera un duplicado
de miARN de alrededor de 21 nucleotidos de longitud,
constituido por la hebra precursora de miARN y su
hebra complementaria. Los duplicados de miARN no
duran mucho en la celula, por lo que una hebra puede
ser degradada, o bien, continuar de manera funcional .
Usualmente, la hebra con el extremo 5’ ubicado en el
extremo terminal termodinamicamente mas inestable,

es la que permanece y es incorporada al Complejo Si-
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lenciador Inducido por ARN (RISC, por sus siglas en
inglées). Ello le permite reconocer a su ARNm target a
través de un mecanismo de interaccion complementa-
ria de regiones especificas entre el miARN y el ARNm,

uniéndose al extremo 3’ del ARNm %!

. Esta interac-
cion puede conducir a una degradacion del ARNm o
a la inhibicion de su traduccion. El apareamiento per-
fecto del miARN con su ARNm target conduce prime-
ro a la desadenilacion de la cola poli-A del ARNm y,
finalmente, su degradacion, pero es escaso en seres
humanos™. Por otro lado, el apareamiento imperfecto
conduce a una represion de la traduccion y tiene como
principal requerimiento la existencia de un aparea-
miento contiguo y perfecto de los nucleotidos 2-8 del
miARN - conocido como la “secuencia semilla” - y el
ARNm’” ?. Puede conducir a la inhibicién de la eta-
pa de iniciacion de la traduccion, o bien, inhibir etapas

post-iniciacion”.

Se han encontrado miARNSs en el medio extracelular
en varios fluidos corporales de forma estable, lo que
sugiere que su funcion puede extenderse y mediar la
comunicacion celula a celula. Para evitar su degrada-
cion por RNAsas, los miARNs pueden ser empaque-
tados en vesiculas lipidicas: las microvesiculas y los
exosomas”’. Las microvesiculas son producto de la eva-
ginacion de la membrana celular y los exosomas son
derivados del endosoma que se fusionan con la mem-
brana celular para ser exportados™. Ademas, los exo-

somas pueden ser reconocidos por una celula target me-
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diante interaccion ligando-receptor en un mecanismo
similar al utilizado por las células presentadoras de an-
tigenos o fusionarse con su membrana celular o ser in-
ternalizados mediante endocitosis**. Se ha identificado
un mecanismo de proteccion dependiente de proteinas
de union a ARN como nucleofosmina 1 (NPM1), una
proteina intracelular que también se ha detectado fuera
de la célula?®. El conocimiento de este transporte de
informacion genetica ha revolucionado la comprension

sobre los mecanismos de comunicacion celular.

Rol de los miARNs en la EPOC

La EPOC se caracteriza por una limitacion cronica al
flujo aéreo debida al dano a las vias aéreas y el parén-
quima pulmonar y a una respuesta inflamatoria anor-
mal tanto local como sistémica. Se ha observado que
los miARNs pueden regular estos procesos al interfe-
rir de manera post-transcripcional en la expresion de
los genes activados® 3. Tanto el tipo de alteracion en el
nivel de expresion como el mecanismo de accion pro-
puesto para cada miARN, se resumen en laTabla 1 y se

detallan en los siguientes parrafos.

El analisis de muestras de secrecion bronquial en su-
jetos con EPOC ha evidenciado disminucién en la ex-
presion del miARN Let-7c con el consecuente aumen-
to en los niveles del Receptor del Factor de Necrosis

Tumoral tipo II (TNFR-II), su target, involucrado en la

Tabla 1. miARNs involucrados en la EPOC, con sus respectivos mecanismos de accion sugeridos.

miARN Nivel de expresion
Let-7¢¥ Disminuido
miR-146a*° Disminuido
miR-34c* Disminuido
miR-452% Disminuido
miR-199a-5p, Incrementado
miR-34a*

miR-499% Incrementado
miR-1%%>3 Disminuido
miR-206° Incrementado

Mecanismo de accion
Aumento en los niveles de TNFR-II soluble

Aumento en la expresidon de COX2 y niveles
de Prostaglandina E2

Aumento en la expresion de SERPINE1
Aumento en la expresion de MMP12

Disminucién en la expresion de HIF-1a

Aumento en los niveles de NF-kB

Aumento en los niveles de HDAC4

Relacion con el aumento en los niveles de
citoquinas inflamatorias plasmaticas
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patogénesis de la enfermedad®?*. Ademas de Let-7c, la
expresion de miR-125b, miR-26a y miR-34b tambien
se encuentra reducida en estas células que son claves
en la patogénesis de la EPOC y expresan TNFR-II. Los
niveles de estos miARNs también se correlacionaron
con el %VEF1 predicho, lo que sugiere que podrian ser
determinantes tanto en el estado inflamatorio como en

la progresion de la enfermedad™.

La produccion de Prostaglandina E2 (PGE2), un me-
diador inflamatorio y potente inhibidor de la capacidad
de reparacion de los fibroblastos, se encuentra aumen-
tada en pacientes EPOC en respuesta a estimulacion
con citoquinas (IL-1B y TNF-a )*”**. El incremento
en PGE2 depende directamente de la expresion del
ARNm de COX-2, target de miR-146a. La expresion
de miR-146a en respuesta a la estimulacion con cito-
quinas es baja en pacientes EPOC, lo que genera un
aumento en la vida media del ARNm de COX-2. El au-
mento en los niveles de expresion de COX-2 estimula
la produccion de Prostaglandina E2 (PGE2)*. Ademas,
la expresion de miR-146a se correlaciono directamente
con el %VEF predicho y con la capacidad de difusion.
Asi, miR-146a también parece tener un rol importante
en el origen de la respuesta inflamatoria anormal en la

EPOC y alteracion en los procesos de reparacion.

Por otra parte, la expresion de los miARNs se ha
asociado con la severidad del enfisema en pacientes
EPOC?”. La reduccion en la expresion de miR-34c en
estos pacientes, genera un incremento en la expresién
de su target, el ARNm de SERPINEI1, un inhibidor de
proteasas y fibrinolisis involucrado en la severidad y
progresion del enfisema® *. Mas atn, el desarrollo de
enfisemas se asocia también con alteracion en la ex-
presion de Metaloproteinasas de matriz 12 (MMP12),
importantes enzimas que degradan la elastina y que se
encuentran sobre reguladas en macrofagos alveolares
de pacientes con EPOC?'. La notable disminucién de
miR-452 en individuos con EPOC, se relaciona con
una sobreexpresion de MMP12 por parte de los ma-

crofagos alveolares™.

También, se ha reportado una reduccion de la expre-
sion del Factor-1a Inducido por Hipoxia (HIF-10a) en
los pulmones de pacientes EPOC y se senala que la via
de AKT esta implicada en su regulacion™ *. HIF-1a
regula la expresion de genes involucrados en el cre-
cimiento y proliferacion de células vasculares endote-
liales pulmonares en respuesta a la hipoxia®. El actual

modelo propone que el estrés oxidativo produce un

incremento en la expresion de la proteina p53 y lo que
induce un aumento en la expresion de miR-34a y redu-
ce la fosforilacion de AKT. Por su parte, la inactivacion
de AKT estimula la sobreexpresion de miR-199a-5p,
lo que finalmente desencadena una disminucion de la
expresion de HIF-1a°. Estos datos sugieren que tanto
miR-199a-5p como miR-34a podrian contribuir en el

desarrollo de apoptosis celular y enfisema en la EPOC.

Paralelamente, la inflamacion sistémica en la EPOC
desencadena disfuncion musculoesquelética, lo que
condiciona fuertemente una disminucion en la calidad
de vida en estos pacientes’. Se ha identificado la alte-
racion de los niveles plasmaticos de varios miARNs
circulantes especificos de tejido muscular en pacientes
EPOC, como miR-1, miR-133, miR-206 y miR-499"".

miR-499 es especifico de las fibras tipo I y esta encar-
gado de su mantenimiento. Se postula que su secrecion
directa desde las fibras tipo I podria ser un requisito
importante para el cambio de fibras en los pacientes
EPOC (de fibra tipo I a fibra tipo II). Mas aun, miR-
499 se correlacion6 directamente con los niveles de
Factor Nuclear-kappa B (NF-kB) en pacientes con
EPOC en etapa temprana, donde este proceso esta mas
activo’’. NF-KB constituye una via de sefializacion re-
levante como enlace entre la inflamacion sistemica y la
perdida de masa muscular y su activacion genera degra-
dacion de proteinas, inflamacion, fibrosis y bloqueo de
la regeneracion de miofibras®. Otros miARNs que se
asocian con la via de sefalizacion de NF-KB son miR-
146, miR-155, miR-21 y miR-301a”.

El microARN miR-1 es regulado por el eje Factor de
Transcripcion Relacionado a la Miocardina (MTRF)/
Factor de Respuesta al Suero (SRF) y modula la pro-
liferacion y diferenciacion celular. La actividad del
eje MTRE/SRF se encuentra disminuida en pacientes
EPOC y, consecuentemente, tambien la expresion de
la Miosina de Cadena Pesada tipo 1 (MHCI) y de miR-
1. La disminucion de miR-1 produce un aumento en
los niveles de la proteina Histona Deacetilasa tipo 4
(HDAC4). HDAC#4 inhibe la actividad de SRF y por lo
tanto constituye un mecanismo de regulacion de la ex-
presion de MHCI que contribuiria a la reduccion de la
masa muscular y al cambio del tipo de fibra muscular®.
Paradojicamente, miR-1 ademas tiene como target el
Factor de Crecimiento Insulinico tipo I (IGF-1) y su
receptor. El incremento de IGF-1, podria ser explicado
por un mecanismo compensatorio de hipertrofia mus-

cular en pacientes con EPOC*'.
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Finalmente, el incremento en los niveles miR-206 cir-
culantes, se asocia con un incremento en las citoquinas
inflamatorias plasmaticas en EPOC avanzada, lo que
concuerda con el hallazgo de una correlacion negativa
entre miR-206 y la funcion del musculo cuadriceps,
pero su mecanismo de regulacion no esta claramen-
te definido®” *. Estos datos sugieren que el deterioro
muscular en etapas avanzadas de la enfermedad, podria

estar asociado a la inflamacio6n sistémica.

miARN:Ss, ejercicio y EPOC

El ¢jercicio induce muchos cambios en el organismo
y sus beneficios estan bien documentados en pacien-
tes EPOC*. La inflamacion sistémica en la EPOC
tiene un importante rol en la pérdida de masa mus-
cular y disminucién de la tolerancia al ejercicio®. El
ejercicio modifica la expresion de una gran cantidad
de miARNSs, como miR-20a, miR-210, miR-221, miR-
222, miR-328, miR-21, miR-146a que se relacionan
con inflamacion, contractibilidad cardiaca y muscular y
adaptacion a la isquemia e hipoxia'’. Los miARNS espe-
cificos del tejido muscular mas estudiados, relaciona-
dos con las adaptaciones al ejercicio son miR-133a/b,
miR-206 y miR-1. Se les ha agrupado bajo el concepto
de “miomirs™. El ejercicio puede generar cambios en
los niveles de expresion de los miomirs por lo que se
ha propuesto que pueden ser marcadores relevantes de
capacidad aerobica, si bien su estudio se ha enfocado

principalmente en sujetos sanos**’.

La regulacion dinamica de los miARNs durante el ejer-
cicio depende de la modalidad utilizada, manifestando
distintos perfiles de expresion. Los niveles de miR-1 y
miR-133a se incrementan en respuesta a una dosis de
ejercicio aguda en sujetos no entrenados, pero no en
sujetos entrenados, por lo que se postula que participan
durante el periodo de adaptacion al ejercicio®. Por otra
parte, se ha detectado que miR-206 disminuye signifi-
cativamente en el vasto lateral de sujetos sanos luego
de un periodo de entrenamiento, aunque los resulta-
dos son contrarios a los obtenidos a partir de miR-206
circulantes**’. Ademas, se ha descrito que los niveles
de miR-146a, cuyos niveles se encuentran disminuidos
en pacientes EPOC y que condicionan la inflamacion;
aumentan significativamente tanto luego de ejercicio

agudo como de entrenamiento sostenido*.

A pesar de que los resultados mencionados han sido

extraidos de individuos sanos, es posible extraer consi-
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deraciones relevantes para la valoracion de los miARNSs
en las adaptaciones mediadas por ejercicio en pacientes
EPOC. Asi, por ejemplo, miR-146a, miR-1, miR-133
y miR-206 podrian convertirse en targets de evaluacion
en el estudio de las adaptaciones al ejercicio en este

tipo de pacientes.

Discusion

El objetivo de esta revision consiste en analizar el po-
tencial rol de los miARNSs en las adaptaciones inducidas
por el ejercicio en pacientes EPOC. Para ello, se resu-
mio6 el conocimiento actual sobre la biogénesis, fun-
cion y transporte de los miARNs circulantes. Si bien
es cierto, las bases que modulan la expresion de los
miARNs atn no son completamente conocidas, exis-
te amplia evidencia que reconoce la desregulacion de
los miARNs circulantes en patologias humanas*®. Es
importante considerar los criterios que debe cumplir
un biomarcador ideal como su especificidad para una
patologia de interés, su facil pesquisa en lo posible me-
diante metodos no invasivos, deteccion temprana de la
patologia, sensibilidad ante los cambios en la evolucion
del cuadro vy facil transferencia desde un modelo ani-
mal a uno humano’. Los miARNs cumplen con gran
parte de estos criterios al encontrarse en fluidos como
suero, sangre, secreciones y orina de forma estable y
ser tejido-especificos. Actualmente, los metodos de
medicion de miARNs mas utilizados son los basados
en microensayos y Reaccion en Cadena de Polimerasa
cuantitativa (QPCR), aunque existen limitaciones aso-
ciadas con el alto costo de utilizacion, la escasa cantidad
de miARNs que es posible extraer de las muestras o
la alta dependencia en el disefio de los primers’. Es por
ello, que se proponen protocolos de cuantificacion de
miARNs que permitan responder a la alta demanda de
investigacion de este campo con métodos sensibles y

confiables®.

Por otra parte, el rol de los miARNs en la EPOC da
cuenta de su estrecha relacion con las alteraciones loca-
les y sistémicas percibidas por los pacientes, ademas de
modular la evolucion de la patologia y correlacionarse
con variables de funcion pulmonar y rendimiento fisi-

25,27,29
co .

La relacion de los miARNs con el ejercicio ha sido es-
tudiada mayormente en sujetos sanos y solo de mane-
ra reciente se ha comenzado a relacionar el rol de los

miARNS en las adaptaciones mediadas por ejercicio en
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envejecimiento o patologias cronicas'®'>*. A la fecha,
no se tiene conocimiento de estudios sobre el perfil de
expresion de los miARNs en pacientes EPOC luego de
ser sometidos a ejercicio fisico. Por lo tanto, su anali-
sis solo puede limitarse a la extrapolacion de datos a
partir de sujetos sanos, relacionando aquellos miARNs
alterados en estos pacientes y que pueden ser suscep-
tibles de modificacion por ejercicio. Asi, se encontra-
ron coincidencias con miR-146a, miR-1, miR-133 y
miR-206 (Figura 1) por lo que futuras investigaciones
podrian orientar sus esfuerzos a la valoracion de estos
miARNs"*_ En cualquier caso, se debe considerar que
el tipo, intensidad y duracion del ejercicio puede modi-
ficar los resultados obtenidos, por lo que es importante

definir la modalidad de intervencion adecuada.

Figura 1. Coincidencias entre miARNs cuya expresién se

desregula en EPOC y en ejercicio.

miR-20a

miR-452
Let-7¢c

miR-221

miR-133

miR-499
miR-1

EPOC Ejercicio

miR-146a

miR-199a-5p miR-21

miR-

miR-328

miR-34a

Conclusion

El estudio de los miARNs constituye una importante
fuente de investigacion para dar luces sobre la pato-
genesis de la EPOC y orientar la creacion de métodos
de pesquisa cada vez mas eficientes y oportunos. Ade-
mas, la exploracion del perfil de expresion de miARNSs
como miR-146a, miR-1, miR-133 y miR-206, en pa-
cientes EPOC luego de ser sometidos a ejercicio fisi-
co, contribuiria a la comprension de los principios que
soportan las mejoras percibidas por estos pacientes
luego del entrenamiento controlado y con modalida-
des de ejercicio especificas. Ello constituiria un inte-
resante foco de investigacion para la fundamentacion
de la terapia kinesica desde una perspectiva biologica,
contribuyendo a potenciar el conocimiento en torno a
las adaptaciones mediadas por el ejercicio en este tipo

de pacientes.
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