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Resumen Los estudios de asociacion basados en genes candidato llevados a cabo durante
décadas han servido para visualizar la influencia del componente genético en enfermedades
complejas como la arteriosclerosis y también para evidenciar la interaccion entre diferentes
genes y, especialmente, la de estos con factores ambientales. Incluso con el conocimiento
acumulado, aln queda camino por recorrer para descifrar la predisposicion individual a la
enfermedad vy, si tenemos en cuenta la gran influencia que los factores ambientales juegan
en el desarrollo y la progresion de la arteriosclerosis, la epigenética se nos presenta como
un elemento clave para ampliar nuestro conocimiento de la predisposicion individual a la
arteriosclerosis.

La epigenética se puede describir como la disciplina que estudia los mecanismos de regula-
cion transcripcional independientes de la secuencia del ADN, mayoritariamente inducidos por
factores ambientales.

Esta revision pretende describir qué es la epigenética y de qué manera los mecanismos
epigenéticos participan en la arteriosclerosis.
© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

Epigenetics in atherosclerosis

Abstract The association studies based on candidate genes carried on for decades have helped
in visualizing the influence of the genetic component in complex diseases such as atheroscle-
rosis, also showing the interaction between different genes and environmental factors. Even
with all the knowledge accumulated, there is still some way to go to decipher the individual
predisposition to disease, and if we consider the great influence that environmental factors
play in the development and progression of atherosclerosis, epigenetics is presented as a key
element in trying to expand our knowledge on individual predisposition to atherosclerosis and
cardiovascular disease.
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Epigenetics can be described as the discipline that studies the mechanisms of transcriptional
regulation, independent of changes in the sequence of DNA, and mostly induced by environ-

mental factors.

This review aims to describe what epigenetics is and how epigenetic mechanisms are involved

in atherosclerosis.

© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Justificacion

Los estudios de asociacion basados en genes candidato lle-
vados a cabo durante décadas han servido para visualizar
la influencia del componente genético en enfermedades
complejas como la arteriosclerosis. Arrojan como balance
la identificacion de multiples variaciones con un efecto
individual generalmente muy modesto. Aun presentando
la notable limitacién de depender de nuestro incompleto
conocimiento de los procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos,
han servido también para evidenciar la interaccion entre
diferentes genes y, especialmente, la de estos con facto-
res ambientales. En la Ultima década, el desarrollo de los
Genome-Wide Association Studies (GWAS) se contemplaba
como una posibilidad de avance muy significativa ya que
permitiria llevar a cabo estudios de asociacion a escala geno-
mica sin depender de la eleccion de genes candidato. Si bien
los GWAS han identificado un buen nimero de nuevos genes
candidato, ha supuesto una relativa sorpresa el hecho de
que la mayoria de los SNP no se encuentren en zonas codi-
ficantes y que la mayoria de los nuevos genes identificados
no guarden una relacion funcional evidente con la enfer-
medad cardiovascular’. Ello nos indica que, tanto desde un
punto de vista genémico como fisiopatolégico, nuestro cono-
cimiento de la enfermedad cardiovascular es aun limitado.
Por lo tanto, queda aun camino por recorrer para desci-
frar la predisposicién individual a la enfermedad, la llamada
«missing heritability» (causas de la transmision de predispo-
sicion a la enfermedad cardiovascular, aln por identificar)?.
Si ademas tenemos en cuenta la gran influencia que los fac-
tores ambientales juegan en el desarrollo y la progresion
de la arteriosclerosis, la epigenética se nos presenta como
un elemento clave para intentar ampliar nuestro conoci-
miento de la predisposicion individual a la arteriosclerosis
y la enfermedad cardiovascular. Esta revision pretende des-
cribir qué es la epigenética y de qué manera los mecanismos
epigenéticos participan en la arteriosclerosis.

Definiciéon

EL ADN contiene codificada la informacion necesaria para la
transcripcion de nuestros genes. Los genes no estan siempre
expresados y no se expresan por igual en todos los tejidos.
Por lo tanto, el ADN no siempre se transcribe a ARN, vy el
ARN no siempre se traduce a proteinas. La complejidad de
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Figura 1  Estructura de la cromatina.

la regulacion génica puede explicarse en parte gracias a la
epigenética.

Existen varias definiciones de la epigenética pero la que
probablemente mejor refleja su papel es que es la disci-
plina que estudia los procesos o modificaciones reversibles
y heredables implicados en la regulacion de la transcrip-
cién génica y que no dependen de cambios en la secuencia
del ADN.

Estructura de la cromatina

En el nlcleo celular el ADN esta empaquetado muy eficien-
temente y el grado de empaquetamiento determina la forma
en que este ADN funcionara.

La cromatina es el primer nivel de empaquetamiento del
ADN y representa el complejo formado por el ADN y las
proteinas histonas organizadas formando un polimero cuya
unidad basica son los nucleosomas, de manera que 146 pares
de bases de ADN envuelven un octamero de histonas, for-
mado por un tetramero de las histonas H3 y H4 y 2 dimeros
de H2A y H2B. La histona H1 mantiene lo nucleosomas unidos
sellando los giros completos del ADN (fig. 1).

A su vez, la cromatina esta organizada estructuralmente
formando la heterocromatina o la eucromatina. La hetero-
cromatina es una cromatina muy compacta y corresponde
a la mayor parte del material nuclear. La heterocromatina
incluye los teldmeros y regiones pericentroméricas que son
regiones que tienden a ser ricas en secuencias repetitivas y
que tienen un bajo contenido génico. En cambio, el resto del
genoma esta formado por la eucromatina que es una estruc-
tura mas laxa y transcripcionalmente activa y que contiene
la mayoria de los genes.
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Modificaciones epigenéticas

Las modificaciones epigenéticas que sufren el ADN y la cro-
matina suelen asociarse a diferentes estados de la cromatina
que en Ultimo término deciden qué funciones estan activas
y cuales inactivas en cada tejido especifico.

Metilacion (e hidroximetilacion) del ADN

La metilacion del ADN es una de las modificaciones epige-
néticas mas estudiadas.

La metilacion del ADN es un proceso activo y dinamico
que tiene lugar gracias a una familia de enzimas, las ADN
metiltranferasas (DNMT), que transfieren el grupo metilo
desde la S-adenosil-metionina (SAM) al carbono 5 de las
citosinas.

La metilacion del ADN ocurre principalmente en las cito-
sinas localizadas en los dinucledtidos CpG. Los dinucledtidos
CpG suelen estar repartidos heterogéneamente por todo el
genoma, pero las zonas del genoma en las que la frecuen-
cia de estos dinucledtidos CpG es unas 10 veces mayor en
comparacion con la media del genoma se conocen como islas
CpG3. Tipicamente una isla CpG tiene al menos 200 pares de
bases con mas del 50% de contenido de guaninas y citosinas
y una proporcion de CpG observada respecto a la esperada
mayor del 60%. Las islas CpG suelen localizarse cerca de
los sitios de inicio de la transcripcion y por eso suelen aso-
ciarse con la region promotora de los genes. Ello llevd a
pensar que podian tener un papel clave en la regulacion de
la transcripcion génica. La metilacion de las islas CpG se ha
asociado a represion de los genes debido a que la presencia
de citosinas metiladas produce un cambio conformacional en
la doble cadena del ADN que dificulta la union de factores
de transcripcion e incluso la propia transcripcion.

Los promotores de los genes estan normalmente desme-
tilados y juegan un papel clave al controlar la regulacion
génica“.

El perfil de metilacion del ADN y la regulacion de la expre-
sion génica son especificos del tejido y de la célula.

Recientes evidencias indican que la metilacion de las
citosinas también puede tener lugar en las regiones adya-
centes a las islas CpG, la denominada «orilla» (a 2kb
flanqueando las islas CpG) e incluso que no esta limitada
a los dinucleotidos CpG, sino que también se ha descrito en
los dinucledtidos CpA.

El patron de metilacion en un individuo se establece
durante el desarrollo embrionario.

Mientras se forma el cigoto tiene lugar una desmetila-
cion del ADN de las células germinales, y la metilacion se
reemprende durante las divisiones celulares necesarias del
desarrollo (también se conoce como reprogramacion epige-
nética). En este proceso participan las DNMT3A y DNMT3B
que son metiltransferasas de novo, responsables de esta-
blecer el patréon de metilacion de citosinas en el ADN no
metilado®.

Una vez establecida la reprogramacion, los patrones de
metilacion del ADN deberan ser mantenidos de forma esta-
ble por medio de las divisiones celulares. Esta funcion de
mantenimiento se lleva a cabo gracias a la DNMT1, debido
a su preferencia por el ADN hemimetilado y a su asociacion
estable con el ADN recién replicado, de tal manera que copia

los patrones de metilacion de las cadenas parentales en las
cadenas recién sintetizadas durante la replicacion del ADN.

El grado de metilacion de un ADN también viene esta-
blecido por la desmetilacion. Este proceso no esta tan bien
estudiado. La desmetilacion puede tener lugar de forma
pasiva durante la replicacion del ADN o de forma activa,
eliminando grupos metilo durante la fertilizacion.

La hidroximetilacion es un paso intermedio de la desme-
tilacion activa del ADN. Es una oxidacion de la metilacion
mediada gracias a la familia de enzimas ten-eleven-
translocation y también ocurre en la posicion 5 de las
citosinas. Los niveles de hidroximetilacion se han correlacio-
nado con genes activos transcripcionalmente, al contrario
de lo que mayoritariamente ocurre con la metilacion®.

La hidroximetilacion se ha descrito en todos los tejidos y
tipos celulares estudiados hasta la fecha, aunque en mayor
cantidad se ha descrito en el cerebro’. Mientras el porcen-
taje de citosinas metiladas a lo largo de diferentes tejidos
esta entre el 4 y 5% con relacion a las guaninas, en el cere-
bro el 0,4-0,9% de las citosinas presentan hidroximetilacion,
y este porcentaje baja hasta el 0,2% en el rindn y 0,03% en
el timo o los testiculos®.

Respecto a la hidroximetilacion se ha indicado que,
ademas de marcador intermediario de la desmetilacion,
también puede servir como una nueva marca epigenética.

Modificaciones de histonas

El grado de empaquetamiento de los nucleosomas en la
cromatina puede afectar la actividad transcripcional del
ADN. Varias modificaciones epigenéticas que afectan tanto
al ADN (metilacion) como a las proteinas histonas (modifica-
ciones postraduccionales debidas a metilacion, acetilacion,
fosforilacion o ubiquitinizacion) participan en el estado de
compactacion de la cromatina.

Las histonas tienen un dominio carboxilo terminal glo-
bular y una cola amino terminal que es la que sufre las
modificaciones. Las modificaciones de las histonas incluyen
metilacion en los residuos de lisina (abreviada como K) y
arginina (R), acetilacion en residuos de lisina, ubiquitina-
cion y sumoilacion de lisinas y fosforilacion de serinas (S) y
treoninas (T).

Las modificaciones postraduccionales de las histonas tie-
nen efectos directos sobre la estructura de la cromatina vy,
por lo tanto, sobre la regulacion de la expresion génica.

Por ejemplo, la acetilacion de lisinas se relaciona normal-
mente con un estado activo transcripcionalmente, mientras
que la metilacion de la arginina o la lisina resulta en activa-
cion o represion dependiendo de la posicion del residuo en la
cadena de la histona. Estas modificaciones pueden generar
interacciones sinérgicas o antagonistas con proteinas asocia-
das a la cromatina, modulando el acceso al ADN o reclutando
activamente reguladores transcripcionales.

Las principales marcas de modificaciones de histonas
estan resumidas en la tabla 1y la fig. 2.

El grado de acetilacion de las histonas es un proceso
modulado por las enzimas acetilasa de histonas (HAT) y
deacetilasa de histonas (HDAC) y, en el caso del grado de
metilacion de las histonas, el proceso esta mediado por las
enzimas metiltransferasa de histonas (HMT) y demetilasa de
histonas (HDM).
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Tabla 1 Principales modificaciones en las histonas
Modificacion Papel en la transcripcion Histona Residuo modificable
Acetilacion Activacion H3 K9, K14, K18, K56
H4 K5, K8, K12, K16
H2A K5
H2B Ké, K7, K16, K17
Metilacion Activacion H3 K4, K36, K79
Represion H3 K9, K27
H4 K20
Fosforilacion Activacion H3 S10
Ubiquitinizacion Activacion H2B K120
Represion H2A K119

El nimero se refiere al nUmero de aminoacido en la cadena de la histona.

K: residuo de lisina, S: residuo de serina.
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Como ya hemos comentado, la metilacion del ADN y las
modificaciones de las histonas son las principales marcas
epigenéticas y las mas estudiadas sobre todo con relacion
al desarrollo de cancer, pero también son responsables de
regular procesos implicados en la patogenia de la arterios-
clerosis.

En células endoteliales se ha demostrado que las LDL
oxidadas inducen la acetilacion de la histona 4, y la fos-
forilacion y acetilacion de la histona 3 (marcas epigenéticas

Representacion de las principales modificaciones en las histonas.

asociadas a activacion de la expresion génica), y mues-
tran como estas modificaciones de histonas son responsables
de aumentar la expresion de citocinas proinflamatorias
como IL8 y MCP1. Este proceso se puede controlar gra-
cias al tratamiento previo de las células endoteliales con
estatinas’.

El butirato es un acido graso de cadena corta subproducto
de la digestion de la fibra dietética y también es un conocido
inhibidor dietético de HDAC que inhibe la proliferacion de las
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células musculares lisas vasculares (CMLV) y, recientemente,
se ha descrito que este proceso tiene lugar a través de modi-
ficaciones en las histonas, mas concretamente acetilando,
fosforilando y metilando residuos aminoacido de la histona
3. Estas modificaciones modulan la expresion de genes impli-
cados en el ciclo celular y reprimen la proliferacion de las
CMLV'?,

En un modelo animal de arteriosclerosis, con un raton
deficiente en apoE, se describio que las células muscu-
lares lisas estan hipometiladas globalmente en la lesion
arteriosclerdtica'’, y que la arteriosclerosis se asocia con
un reajuste de los patrones de metilacion ya sea por hipo-
o por hipermetilacion, en los diferentes tejidos diana en el
desarrollo de la arteriosclerosis'?.

Comparando el grado de metilacién en dinucleotidos CpG
repartidos a lo largo de todo el genoma de aortas sanas y
aortas afectas de arteriosclerosis obtenidas post mortem del
mismo individuo, Zaina et al.'3 han descrito que en las aortas
con lesion arteriosclerdtica hay un patron de metilacion del
ADN global alterado de manera que encuentran mas regiones
hipermetiladas en las aortas afectas. Analizando en deta-
lle las zonas diferencialmente metiladas en arteriosclerosis,
han identificado CpG localizados en varios genes implica-
dos en la homeostasis vascular controlando, por ejemplo,
la migracion de monocitos (PDGFD y MYH10); estimulando
la angiogénesis (MIR23b y HOXB3); controlando la prolife-
racion de las CMLV (RPTOR), su senalizacion (PTK2, EGFR,
TSC22D1 y PRKCE) y su contraccion (KCNMA1 y CALD1); y
participando en el estado y calcificacion de la placa (FBN2,
A2BP1y PLA2G10).

Existen otros ejemplos en la bibliografia que han descrito
cambios en el patron de metilacion del ADN o de modifica-
ciones en histonas, en genes implicados en procesos clave
en el desarrollo de arteriosclerosis como son la disfuncion
endotelial, el control de la inflamacion y oxidacion, y el
metabolismo de los lipidos, entre otros (resumidos en la
tabla 2).

ARN no codificantes como reguladores
epigenéticos

La finalizacion del Proyecto Genoma Humano en 2003 per-
miti6 identificar que solo menos del 2% del genoma humano
se utiliza para codificar proteinas. La mayoria del genoma
se transcribe activamente para producir transcritos no codi-
ficantes. Los ARN no-codificantes son moléculas de ARN
funcionales que, aunque no codifican para proteinas, son
clave en la regulacion génica.

La transcripcion del genoma en diferentes formas de
ARN, incluyendo los ARN no codificantes (ARNnc), esta bien
establecida en la actualidad. Los ARNnc se consideran mar-
cas epigenéticas debido a que participan en el control de
la expresion génica sin implicar cambios en la secuencia de
nucleotidos o en el numero de copias del ADN. Sin embargo,
el mecanismo de accion de los ARNnc difiere del que se ha
descrito anteriormente para las otras marcas epigenéticas
(metilacién del ADN, modificacion de histonas). Asi, los
ARNnc no producen cambios sobre la molécula de ADN
sino que se encargan de controlar la expresion génica de
manera postranscripcional uniéndose a ARN mensajeros
(ARNm) diana y, de esta forma, promoviendo o bien su

degradacién, o inhibiendo su traduccién, evitando
en los 2 casos la expresion génica. De esta forma
los ARNnc reguladores pueden contribuir de manera
importante en el control epigenético de la expresion
génica.

Los ARNnc mejor estudiados y caracterizados son los
microARN (miR) que se encargan de ajustar y dirigir
finamente la traduccion de hasta un 60% de los genes
codificantes de proteinas en humanos'#. Los miR maduros
y funcionales son moléculas pequenas de ARN de cadena
sencilla de aproximadamente 22 nucledtidos que estan codi-
ficados en el genoma y cuya biogénesis esta altamente
regulada (fig. 3). Asi, los genes codificantes de los miR
se transcriben inicialmente como miR primarios (pri-miR)
de cadena larga por accion de la ARN polimerasa 1. Estos
son procesados en el nlcleo por un complejo de proteinas,
entre las que destaca Drosha, para formar estructuras de
aproximadamente 70 nucledtidos denominadas miR precur-
sores (pre-miR). Los pre-miR resultantes son seguidamente
transportados al citoplasma a través de exportina 5 donde
son procesados por una segunda RNasa i denominada Dicer
que genera complejos de doble cadena del tamano de los
miRs maduros (22 nucledtidos). De las 2 cadenas del com-
plejo preferentemente se selecciona una como miR maduro,
conocida como cadena guia, para integrarse en el com-
plejo RNA-induced silencing complex (RISC) encargado de
producir el silenciamiento génico, mientras que la otra
cadena, denominada pasajera, normalmente se degrada.
Sin embargo, en muchos casos las 2 cadenas son biologi-
camente activas y funcionan como miR diferentes. En este
caso los 2 miR maduros provienen del mismo pre-miR y
son denominados como 5p y 3p en funcién de la cadena a
partir de la cual se generan. El complejo RISC-miR se une
especificamente a regiones complementarias situadas en la
zona 3’ UTR de los ARNm diana, promoviendo principalmente
su desestabilizacion y degradacion cuando la unién es por
complementariedad perfecta o, en ocasiones, su represion
de la traduccion cuando la union es por complementarie-
dad parcial (fig. 3). La especificidad y funcionalidad de los
miR estan determinadas por la llamada region «semilla»
del miR constituida por los nucledtidos 2 a 7 de la region
5 de cada miR maduro. Esta region debe ser obligatoria-
mente complementaria al ARNm diana'> mientras que el
resto puede tener complementariedad parcial. Este hecho
permite que los miR individuales puedan actuar inhibiendo
multiples ARNm'® de manera que la alteracion de un solo miR
puede resultar en diferentes fenotipos. Ademas, un ARNm
individual puede contener diferentes dianas de union para
distintos miR, resultando todo ello en una compleja red
reguladora'’.

Ademas de los miR, existen los ARN no codificantes largos
(IncARN del inglés) formados por mas de 200 nucledtidos que
también funcionan como reguladores epigenéticos impor-
tantes y que en diferentes estudios se han descrito como
reguladores del fenotipo vascular'®'. Esta regulacion se
lleva a cabo basicamente dentro del nicleo celular mien-
tras que el control por parte de los miR es basicamente
citoplasmatico?®. Entre los IncARN podemos destacar Fen-
drr, CHRF, Anril, o Malat1 que regulan procesos tales como
la expresion génica cardiaca, la diferenciacion de miocitos,
la hipertrofia cardiaca, la angiogénesis o la susceptibilidad
a enfermedad cardiovascular?'-24,
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Tabla 2 Genes relacionados con la arteriosclerosis que son regulados epigenéticamente

Proceso Gen Modificacion epigenética Referencia
Disfuncion endotelial eNOS Modificacion de histonas CS
Disfuncion endotelial iNOS Metilacion del ADN 107
Disfuncion endotelial ER-B Metilacién del ADN les
Disfuncion endotelial EC-SOD Metilacion del ADNModificacion de histonas 2,102
Apoptosis p53 Metilacién del ADN 0o
Matriz extracelular MMP-2 Metilacion del ADN s
Matriz extracelular MMP-7 Metilacion del ADN it
Matriz extracelular MMP-9 Metilacion del ADN it
Matriz extracelular TIMP-3 Metilacion del ADN iz
Proliferacion celular IGF2 Metilacion del ADN i
Proliferacion celular PDGF-A Metilacion del ADN ik
Proliferacion celular VEGFR2 Modificacion de histonas s
Inflamacion IFN-y Metilacién del ADN e
Inflamacion IL10 Modificacion de histonas 4
Inflamacion IL8 Modificacion de histonas 2
Inflamacion MCP-1 Metilacion del ADN i
Inflamacion MCP-1 Modificacion histonas ik
Inflamacion TNF-« Modificacion histonas ik
Inflamacion VCAM-1 Modificacion histonas it
Inflamacion ICAM-1 Metilacion del ADN 120
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas Fads2 Metilacién del ADN (2
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas apoA1-C3-A4-A5 Metilacion del ADN iz
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas LCAT Metilacién del ADN 2
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas LPL Metilacién del ADN 12
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas CETP Metilacion del ADN i3
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas LDLR Metilacién del ADN 2
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas ABCA1 Metilacién del ADN Rl llet
Metabolismo de lipidos y lipoproteinas PLA2G7 Metilacion del ADN i

Recientemente se ha anadido un nivel mas de compleji-
dad al demostrarse la regulacion epigenética de las marcas
epigenéticas, es decir, se ha descrito una intercomunicacion
entre mecanismos epigenéticos. Concretamente, metilacio-
nes en islas CpG de regiones reguladoras de miR asi como
modificaciones en histonas se han implicado en la patogéne-
sis de diferentes enfermedades®~?° alterando la expresion
de miR y regulando los mARN diana®%-33. Ademas los mis-
mos miR son capaces de controlar la metilacion del ADN
y la modificacion de histonas mediante la regulacion de
la expresion de genes que controlan estas rutas epigené-
ticas. Asi, se ha descrito que miR-1 promueve la miogénesis
actuando sobre HDAC4 y miR-29 tiene como diana la ADN
metiltransferasa DNMT3A%>2%34_ Es interesante destacar que
estos cambios epigenéticos pueden ser causados por una
variedad de factores tales como quimicos, farmacos, edad
y dieta®>.

La intercomunicacion entre miR y los factores de trans-
cripcion clasicos también esta bien establecida ya desde
los primeros estudios de prediccion de las dianas de los
miR cuando se estableci6 la preferencia de estos factores
de transcripcion como dianas de actuacion de los miR3®.
Ademas, la expresion de los miR puede estar regulada por
factores de transcripcion, de manera que se crean circuitos
de control con regulacion positiva o negativa®’.

En la actualidad hay descritos mas de 1.000 miR en
humanos. En los Ultimos anos se ha ido describiendo el
papel importante que estos juegan en las enfermedades

cardiovasculares, no solo como moléculas implicadas en
la patogenia de los diferentes fenotipos cardiovasculares,
sino que también como posibles biomarcadores de riesgo y
progresion de enfermedades cardiacas como infarto agudo
de miocardio, enfermedad cardiovascular o insuficiencia
cardiaca'®®3, En este sentido, un resultado importante
que explica la funcion crucial de los miR en el desarrollo
del sistema cardiovascular es el que describe que la eli-
minacion en ratones de Dicer (la RNasa que procesa los
pre-miR) conlleva defectos en angiogénesis, formacion de
vasos y desarrollo cardiaco™.

Micro ARN y arteriosclerosis

Elinterés en el estudio de los miR ha permitido que se hayan
relacionado con muchos de los procesos o mecanismos basi-
cos implicados en el desarrollo de arteriosclerosis. Asi, se ha
demostrado que los miR funcionan como controladores clave
de la expresion génica, y, por lo tanto, de la funcionalidad,
de los diferentes tipos celulares implicados en la arte-
riosclerosis (células endoteliales, células musculares lisas
vasculares, monocitos y macrofagos). Ademas, se han impli-
cado en el control de procesos tales como la inflamacion,
el metabolismo cardiaco y lipoproteico, la biosintesis y cap-
tacion de colesterol, el remodelaje cardiaco, la disfuncion
endotelial, la angiogénesis o en la diferenciacion, migracion
y proliferacion celular. Una exhaustiva relacion de todos los
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miR implicados en estos procesos asi como de los detalles
de los genes diana y sus mecanismos han sido magnifica-
mente revisados muy recientemente y estan resumidos en la
tabla 3%. Asi, se ha descrito que tanto miR-33a como miR-
324 reprimen la expresion de diferentes genes implicados en
el eflujo de colesterol como por ejemplo ABCA1, de manera
que tanto la inhibicion de miR-33, como el déficit del gen en
ratones aumenta los niveles de colesterol HDL, atenudan la
progresion de arteriosclerosis y aumentan su regresion®-28,
Ademas, en ratones deficientes de apoE, la ausencia de
miR-33 reduce marcadamente la lesion arteriosclerotica
que desarrollan estos ratones. También se ha descrito que
la sobreexpresion hepatica de miR-30c en ratones pro-
duce una reduccién importante del colesterol plasmatico,
mejorando asi la progresién de arteriosclerosis®. Por otra
parte, también se han descrito efectos de miR sobre el
endotelio vascular. Asi se ha demostrado que la adminis-
tracion de miR-126 en ratones reduce el tamano de la
placa arteriosclerotica a través de disminuir el contenido en
macrofagos y células apoptoticas debido a una disminucion
de VCAM endotelial®®. De forma similar, miR-31, miR-17-3p

Formacion y mecanismos de accion de los miRs.

y miR-21 regulan en células endoteliales los niveles de VCAM-
1, ICAM-1 y E-selectina®'. Otras sefales proinflamatorias
como la ruta de senalizacion de NF-kB estan inhibidas por
miR-10a%? y miR-181b%3, que actlan sobre las subunidades
encargadas de translocar NF-«B al nlcleo. En concreto, la
inhibicion de importina a3 por parte de miR-181b resulta
en una reduccion de la arteriosclerosis presente en rato-
nes deficientes de apoE®. Por otra parte, los miR regulan
tanto la diferenciacion como la proliferacion de las células
musculares lisas, procesos clave en el desarrollo de arterios-
clerosis. Asi, miR-21y miR-143/145 regulan la diferenciacion
de estas células actuando respectivamente sobre tropo-
miosina 1% o PPARa® y sobre KLF4, ELK-1 o Kriippel-like
factor®’-7°,

Ademas, se ha descrito que una expresion génica anomala
asociada a niveles alterados de miR es un determinante de
muchos fenotipos patologicos tales como dislipidemia, resis-
tencia a insulina, obesidad o diabetes'’. En estos casos los
miR actlan regulando el metabolismo en los érganos respon-
sables de estos procesos tales como el pancreas, el higado
o el tejido adiposo'”.
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Tabla 3  MicroARN implicados en el desarrollo de la arteriosclerosis

Tipo celular/ MicroARN mARN diana Funcion Referencias
proceso
Metabolismo miR-33a/b ABCA1, ABCG1, Eflujo de colesterol, 128,129
lipidico CPT1A, CROT, HADHB B-oxidacion de acidos grasos
miR-144, ABCA1 Eflujo de colesterol =12
miR-758,
miR-106
miR-30c MTP, LPGAT1 Sintesis de colesterol, i1
secrecion de lipoproteinas
Macréfagos miR-155 LX1, CD36, CD68, Captacion de lipidos e =i
MyD88, BCL6 inflamacion
miR-125a-5p ORP9 Captacion de lipidos e il
inflamacion
miR-146a TLR4 Respuesta TH1 il
miR-147 Inflamacion =2
miR-9 PPARS Inflamacion 120
Células musculares miR-21 TPM1, PDCD4, PPAR« Proliferacion, migracion y 1
lisas vasculares apoptosis
miR-143/145 KLF4, KLF5, ELK-1 Cambio fenotipico, podosomas =)
miR-1/33 KLF4, Sp-1 Proliferacion hi=ks
miR-221/222 P27, p57, c-KIT Proliferacion, migracion y yikis
apoptosis
miR-29 Elastina Formacion de elastina hplhis
miR-208 p21 Proliferacion W
let-7d KRAS Proliferacion =0
let-7¢ LOX-1 Proliferacion y migracion il3;72
miR-132 LRRF1P1 Proliferacion 158
miR-133a RUNX2 Diferenciacion osteogénica =2
miR-181a Osteopontina Adhesion y formacion de il
osteopontina
Células miR-126 SPRED1, VCAM-1 Adhesion de monocitos 15
endoteliales
miR-17-39, ICAM-1, E-selectina Inflamacion 61
miR-31
miR-92a Enos, KLF2, KLF4, Vasodilatacién e inflamacion el
SOCS5
miR-155, ENOS, ETS1 Inflamacién ket
miR-221/222
miR-712 TIMP3 Inflamacion 1
miR-10 VCAM-1, E-selectina Inflamacién £
miR-181b Importina o3 Inflamacion it
miR-27 SEMAGA Adhesion de células il e
endoteliales, angiogénesis
miR-34a, SIRT-1 Senescencia ek
miR-217
miR-146 NOX4, HUR Activacion celular endotelial y ety
envejecimiento
let-7g CASP-3 SIRT-1, TGF-B Apoptosis, inflamacion, 15,1

angiogénesis

Micro ARN circulantes

Ademas de regular dianas intracelulares, se ha descrito que
los miR estan presentes en sangre a concentraciones fisio-
logicamente significativas. A pesar de que los estimulos que
activan la secrecion de los miR a la circulaciéon no estan
claros, los miR circulantes pueden transportarse de forma
estable y ser entregados a células destino®®’' gracias a su

incorporacion a cuerpos apoptoticos®®, exosomas’?, a parti-
culas de HDL”? y a la formacion de complejos con argonauta
274, Se necesitan mas estudios para clarificar si los miR endo-
genos circulantes pueden ser dirigidos a células diana para
facilitar la comunicacion entre diferentes organos y regular
asi la expresion génica a nivel sistémico. Si esta mucho mas
estudiado el papel de los miR circulantes como biomarca-
dores especificos de enfermedad. Los niveles de expresion
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Tabla 4 MicroARN asociados a obesidad, DMT2 e hipertension

Enfermedad MicroARN Fuente Referencias
Obesidad + miR-17-5p, miR-132 Sangre total e
= miR-21, miR-27b, miR-103, miR-155 Sangre total 165
+ miR-15b Suero g0
- miR-138, miR-376a, miR-503
+ miR-130b Suero A
Obesidad morbida + miR-140-5p, miR-142-3p, miR-222 Plasma iz
- miR-15a, miR-125b, miR-130b,
miR-221, miR-423-5p, miR-520c-3p,
miR-532-5p
Obesidad infantil + miR-16-1, miR-122, miR-130b, Plasma i
miR-140-5p, miR-142-3p, miR-222,
miR-363, miR-423-5p, miR-486-3p,
miR-486-5p, miR-532-5p
— miR-28-3p, miR-125b, miR-221,
miR-328
DMT2 + miR-503 Plasma Al
+ miR-146a Plasma L2
+ miR-29a, miR-144, miR-150, miR-192, Sangre total e
miR-320a
— miR-30d, miR-146a, miR-182
+ miR-9, miR-29a, miR-30d, miR-34a, Suero 1z
miR-124, miR-146, miR-375
+ miR-28-3p Plasma (ZE
— miR-15a, miR-20b, miR-21, miR-24,
miR-29b, miR-126, miR-150, miR-191,
miR-197, miR-223, miR-320, miR-486
+ miR-146 Plasma 12
= miR-503 Suero s
Hipertension + Let-7e, hcmv-miR-UL112 Plasma ey

- miR-296-5p

en sangre o en plasma de miR especificos estan alterados de
manera significativa en diferentes enfermedades cardiovas-
culares como el infarto agudo de miocardio o la insuficiencia
cardiaca, asi como en obesidad, hipertension y diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). El reto en este tipo de estudios esta
en identificar de forma precisa y reproducible miR espe-
cificos o un conjunto de ellos que puedan utilizarse como
biomarcadores de riesgo o de progresion de enfermedad y
que permitan identificar a aquellos pacientes susceptibles
de desarrollar la enfermedad. Existen muchos estudios que
han planteado este objetivo aunque en la actualidad los
resultados son poco consistentes entre ellos. En la tabla 4
adaptada de Price et al."” se resumen los miR mas significa-
tivos asociados con obesidad, DMT2 e hipertension y en la
tabla 5 se detallan aquellos implicados en infarto agudo de
miocardio, en enfermedad coronaria arterial e insuficiencia
cardiaca. El papel de los miR en esta Ultima enfermedad se
ha estudiado extensamente. En los Gltimos anos diferentes
estudios han demostrado una funcién importante de los miR
en la patogénesis de la insuficiencia cardiaca. Por ejemplo
se ha propuesto un patréon de expresion de miR especifico
para diferentes etiologias de insuficiencia cardiaca. Asi, 43
miR estaban diferencialmente expresados en miocardiopatia
mientras que 13 eran especificos de estenosis aortica’”. La
sobreexpresion in vitro de diferentes miR individuales que
se han descrito sobreexpresados en HF (miR-23a, -23b, -24,

-195 o -214) inducia hipertrofia cardiaca. La sobreexpresion
de miR-133 que se ha descrito reprimida en HF inhibia la
hipertrofia cardiaca, mientras que su supresion la promovia
tanto in vivo como in vitro’®"’.

Finalmente, esta descrito que algunos miR (miR1, 133a
y 499) pueden aumentar la proliferacion y la diferenciacion
de cardiomiocitos humanos provenientes de células madre
embrionarias o de células progenitoras humanas’®”’. Ade-
mas, utilizando estos miR especificos se puede aumentar
la reprogramacion de fibroblastos adultos directamente en
células con linaje cardiomiocitico®’. También se ha descrito
que una sobreexpresion del clister miR-17-92 en ratones
aumenta la proliferacion de células progenitoras cardiacas y
facilita la regeneracion cardiaca después de un infarto agudo
de miocardio™. Asi, es posible pensar que estos miR puedan
convertirse en dianas terapéuticas para la reparacion del
dano cardiaco y la regeneracion del corazon aunque para
ello todavia es necesario mejorar la tecnologia de entrega de
estos miR a sus células diana para evitar inhibiciones o acti-
vaciones inespecificas de otros miR y hacer frente a posibles
problemas de seguridad.

Metilaciéon del ARN

Desde hace ya unos afios se estan describiendo modifica-
ciones en el ARN que pueden funcionar como reguladoras
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Tabla 5 MicroARN asociados a infarto agudo de miocardio, enfermedad coronaria arterial e insuficiencia cardiaca

Enfermedad MicroARN Region Referencias
Infarto agudo de + miR-1, miR-133a, miR-208b, Plasma Lel
miocardio miR-499-5p
— miR-233,
= miR-122, miR-375 Plasma ilen
+ miR-423-5p Plasma i)
— miR-663-b, miR-1291 PBMC e
miR-30c, miR-145
miR-133, miR-328 Plasma 185
= miR-126 Plasma (=5
= miR-150 Plasma 157
+ miR-155, miR-380 Suero 188
Enfermedad arterial = miR-17-92 clister, miR-126, Plasma 15
coronaria miR-145, miR-155,
miR-133, miR-208a
miR-92a, miR-126, miR-133a, Plasma (20
miR-208a, miR-499,
miR-221, miR-222 PBMC i
miR-146a/b PBMC iz
miR-134, miR-135a, miR-198, PBMC B
miR-370
— miR-147
. miR-1, miR-126, miR-485-3p, Plasma 194
miR-133a, miR-126,
miR-337-5p, miR-145
miR-340, miR-624 Plaquetas ikx
Insuficiencia miR-126 Plasma ik
cardiaca
+ miR-423-5p, miR-18, Plasma e
miR-129-5p, miR-622,
miR-1254
+ miR-423-5p, miR-320a, miR-22, Suero ke
miR-92b
= miR-103, miR-142-3p, miR-30b, Plasma e
miR-342-3p
+ miR-499, miR-210 Plasma 200201
— miR-126 PBMC z02
+ miR-15a/b, miR-20a, miR-103, Plasma 24l
miR-130a/b, miR-195,
miR-210, miR-301, miR-451,
miR-494
miR-210, miR-30a Suero 2%
miR-133a, miR-21 Plasma A5

PBMC: células mononucleadas de sangre periférica.

de la expresion génica a nivel postraduccional, pero aln se
conoce poco.

Una de las modificaciones mas estudiadas es la metilacion
del ARN que puede tener lugar en diferentes posiciones en
el nucledtido de tARN, mARN y rARN.

La metilacion del ARN tiene diferentes consecuencias
funcionales como estabilizacion, aumento en la funcion y
control de calidad.

Uno de los principales residuos modificados en el mARN es
la metilacion en posicion 6 de la adenosina (méA), proceso
en el que SAM también es el donador del grupo metilo, y se
ha demostrado que es una modificacion dinamica que juega

un papel importante en obesidad y DMT2%" al igual que en
ciertos tipos de cancer y enfermedades mentales.

Impronta genética y «<memoria celular» en
épocas tempranas de la vida

La impronta es un mecanismo epigenético reversible espe-
cialmente importante en mamiferos. La impronta afecta la
expresion de algunos, no todos, los genes, y se caracteriza
por la expresion de solo uno de los alelos (el alelo que pro-
viene de la madre o el que proviene del padre). El alelo
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inactivo es el imprintado y el silenciamiento tiene lugar prin-
cipalmente mediante metilacion de la region del ADN que
contiene el gen imprintado.

La impronta tiene lugar en los gametos. En estas células,
los patrones originales son borrados y solo uno especifico, el
materno o el paterno, es reestablecido.

En el gen imprintado solo uno de los alelos funciona. Por
lo tanto, ante una situacion de pérdida de funcion del alelo
activo, este no podra ser compensado por el otro.

Los genes imprintados tienen papeles clave en el desarro-
llo prenatal, en el comportamiento e incluso en el desarrollo
de enfermedades en humanos como cancer, obesidad, o dia-
betes. Por ejemplo, la administraciéon de una dieta rica
en grasas en ratones afectaba al peso corporal de la ter-
cera generacion de su descendencia y este efecto solo era
observable en las hembras, lo que indica que la influencia
ambiental sobre el desarrollo del peso corporal puede ser
responsable de loci imprintados®?.

Conocidos sindromes pediatricos son debidos a procesos
de impronta, como el Prader-Willi o Angelman que son debi-
dos a errores genéticos y epigenéticos en el cromosoma 15.

Aproximadamente unos 100 genes humanos estan imprin-
tados y la mayoria se localizan en los cromosomas 6, 7, 11,
14, 15y 20.

Dieta y folato/homocisteina

El grado de expresion de un gen ya hemos visto que viene
determinado, en parte, por mecanismos epigenéticos, y
estos pueden alterarse como consecuencia de influencias
ambientales. Es decir que las interacciones gen-ambiente
son mediadas por modificaciones epigenéticas, y los cam-
bios epigenéticos suelen aparecer en respuesta a cambios en
el ambiente como cambios en el estado nutricional, y esto
es especialmente relevante en enfermedades complejas
como el cancer, la diabetes o la enfermedad cardiovascular,
debido a que su desarrollo tiene un origen genético influido
por un fuerte componente ambiental y de estilo de vida.

Los grupos metilos son adquiridos a través de la dieta
y son donados al ADN a través de la via del folato y de la
metionina.

os factores dietéticos son necesarios para generar SAM
que es el donador principal de grupos metilo. Los nutrientes
ricos en grupos metilos incluyen: vitaminas como el folato, la

riboflavina, vitamina B4, vitamina Bs y colina; y aminoacidos
como la metionina, la cisteina, la glicina y la serina.

La formacion de SAM implica 3 vias bioquimicas interre-
lacionadas: el ciclo del folato, el ciclo de la metionina y la
via de transulfuracion (fig. 4)%.

Ciclo del folato

El folato es una vitamina B hidrosoluble cuya forma activa
es el tetrahidrofolato (THF) que se utiliza en la formacion
de purinas y pirimidinas, y la remetilacion de homocisteina
a metionina.

Para la formacion de purinas y pirimidinas el THF es
convertido en 5,10-metil-THF que gracias a la MTHFR se
convierte en 5-metil-THF.

Ciclo de la metionina

La metionina es un aminoacido que se convierte en SAM
(principal donador de grupos metilo al ADN, ARN, proteinas,
fosfolipidos...) gracias a la metionin-adenosiltransferasa.
Cuando SAM dona su metilo, se forma el S-adenosil-
homocisteina (SAH) vy, tras la liberacion del grupo adenosil,
obtenemos la homocisteina.

La homocisteina es un aminoacido no implicado en la sin-
tesis de proteinas que puede ser remetilado a metionina
gracias a la donacion del grupo metilo por parte de la 5-
metil-THF o puede ser catabolizado a cisteina a través de la
via de transulfuracion.

Via de la transulfuracion

La homocisteina puede ser convertida en cisteina y a-
quetobutirato que tras varias reacciones seran convertidos
en piruvato y succinil CoA necesarios en la gluconeogénesis.

Con relacion a la enfermedad cardiovascular, tanto
estudios epidemiolégicos como clinicos han mostrado una
asociacion entre la homocisteina y la incidencia de arte-
riosclerosis. La homocisteina es un factor de riesgo
cardiovascular independiente de otros factores de riesgo
cardiovascular®®,
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El déficit en la ingesta dietética de folato resulta en
hiperhomocisteinemia que acelera la arteriosclerosis por
distintas vias:

- causa estrés oxidativo®

- tiene efectos proinflamatorios

- altera el metabolismo lipidico

- altera la funcion endotelial, promoviendo disfuncion
endotelial®” 8 y alterando la funcidon plaquetar e indu-
ciendo trombosis®

- estimula la proliferacion de CMLV.

La relacion entre la homocisteina y el riesgo cardiovas-
cular también implica mecanismos de control epigenéticos.

Dos estudios en mujeres posmenopausicas que recibian
una dieta baja en folato mostraron que tenian bajos nive-
les circulantes de folato, altos niveles de homocisteina y
un descenso en el grado de metilacion global del ADN en
linfocitos®® y en leucocitos®".

El polimorfismo 677C>T en el gen MTHFR (rs1801133) se
asocia a una incapacidad de sintetizar 5-metil-HF y por ello
se asocia a niveles altos de homocisteina y hipometilacion
global del ADN%%3,

En monocitos cultivados, cambios en la concentracion de
homocisteina aumentan los niveles de metilacién en ABCA1
y disminuyen los niveles de metilaciéon en ACAT1. Por ello,
la metilacion del ADN de ABCA1 y de ACAT1 inducida por
la homocisteina posiblemente juega un papel importante
en la expresién de ABCA1 y ACAT1 y en la acumulacion de
colesterol en las células espumosas™.

En monocitos también se ha descrito que la hiperhomocis-
teinemia induce una metilacion en la superoxido dismutasa
extracelular (EC-SOD), asi como aumento en la acetilacion
de la histona 3 y la histona 4°°.

La ratio SAM/SAH define el potencial de metilacion de
una célula. La hiperhomocisteinemia disminuye esta ratio y
hace disminuir el potencial metilador.

La epigenética en la arteriosclerosis: presente
y futuro

La epigenética ha tenido una trayectoria interesante en el
contexto de la biologia y la biomedicina. Hace solo 2 déca-
das, la epigenética era una disciplina exclusiva de pocos
bidlogos del desarrollo embrionario que buscaban un meca-
nismo molecular para explicar el enigma de la impronta
genomica, es decir el fenomeno por lo cual un alelo esta
expresado o no dependiendo solamente del sexo del pro-
genitor del cual proviene®. Esos estudios han plasmado
una definicion inicial de la epigenética como el estudio de
mecanismos de regulacion transcripcional independiente de
la secuencia del ADN. Ademas, el hallazgo inicial de que
los mecanismos de impronta genémica (expresion exclusiva-
mente paterna) en el gen IGF2 estan atenuados en tumores
de Wilms®” marcé el punto de partida de la epigenética en
la biologia del cancer, seguramente la enfermedad en la
cual los mecanismos epigenéticos han sido estudiados de
manera mas intensa y sistematica. En el area cardiovascular,
2 hallazgos fundamentales en anos recientes han contri-
buido a despertar un creciente interés en la epigenética.
Primero, el grupo de Jirtle demostré que la dieta puede

modificar el epigenoma y la expresion génica de manera
estable’. Segundo, el trabajo de Tycko et al. descubrid
que por lo menos parte de la informacion epigenética es
alelo-dependiente, lo que implica una interaccion entre la
informacién genéticay la epigenética®. Estos descubrimien-
tos condujeron a suponer, por un lado, que los factores
de riesgo cardiovascular como la dieta, el estilo de vida
y otros pueden actuar imponiendo un epigenoma anormal
que, a su vez, resulta en un patron transcripcional aterogé-
nico. Por otro lado, justificaron la idea de que la «missing
heritability», evidenciada en las enfermedades cardiovas-
culares por los estudios de asociacion genética, podria ser
explicada por la herencia de patrones epigenéticos o por
una interaccién entre variantes genéticas y epigenoma'®.
La literatura cientifica reciente de epigenética cardiovascu-
lar parte de estas hipotesis, especificamente, los esfuerzos
para describir el epigenoma de la lesion aterosclerotica y
por controlar la progresion del ateroma a través de la admi-
nistracion de modificadores epigenéticos. Hasta la fecha,
trabajos independientes han demostrado de manera con-
vincente que el ADN de la pared vascular aterosclerética
esta hipermetilado y que la inhibicion bioquimica de las ADN
metiltransferasas disminuye el tamafo del ateroma'?>19"102,
Indudablemente, estos hallazgos justifican la busqueda de
estrategias clinicamente viables para mantener o revertir
la metilacion del ADN del tejido vascular aterosclerotico
a niveles normales. Los retos inmediatos a los que cual-
quier proyecto de terapia epigenética cardiovascular se
enfrenta son la especificidad del tratamiento y la identi-
ficacion de un namero limitado de blancos gendémicos que
permitan el eficiente control de la expresion de genes criti-
cos. Una complicacion en este aspecto es que la mayoria
de la hipermetilacion del ADN del ateroma se encuentra
en el interior de los genes («gene body») y que poco se
sabe sobre la regulacion transcripcional por parte de la
metilacion intragénica'’. Sin duda, el progreso de los estu-
dios basicos de epigenética sera fundamental para lograr
terapias epigenéticas cardiovasculares exitosas. Igualmente
importantes han sido los estudios recientes de Epigenome-
Wide Association Studies (EWAS), que pretenden identificar
asociaciones entre factores de riesgo y patrones epigenéti-
cos en muestras de gran tamano. Estos importantes estudios
identificaron un pequeio nimero de sitios del genoma cuyo
estado de metilacion esta significativamente asociado con la
variacion de la insulinemia, VLDL/triglicéridos e IMC'%3-105,
Sin embargo, el efecto de la variacion de la metilacion
sobre dichos parametros es relativamente modesto. Si son
confirmados por otros estudios, estos resultados subrayan
la complejidad del reto de identificar un pequeio nimero
de blancos genomicos adecuados para la intervencion epi-
genética. Sin duda, el progreso de la investigacion en
epigenética basica, en tecnologias de edicion del epigenoma
y en la descripcion del epigenoma vascular revelara si la
epigenética podra tener un papel importante en la clinica
cardiovascular.
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