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Els resultats nocius cardiovasculars (CV) de la diabetis mellitus tipus 2 (DM2) encara
representen un problema sanitari i socioecondmic important. Un control puntual i
intensiu de glucemia, lipids i pressio arterial atenua, perd no suprimeix, la incidencia de
complicacions CV tardanes (1, 2). Un control glucémic primerenc necessita > 10 anys
per observar una incidéncia diversa de criteris de valoracié CV, un fenomen conegut
com a memoria metabolica o efecte heretat (3), mentre que la millora de la glucémia i
la promocié de la perdua de pes a través de mesures d’estil de vida saludable tenen
multiples beneficis metabolics, perd no es tradueixen en una incidencia més baixa de
malalties CV (4). A més, els diferents farmacs hipoglucemiants s’acompanyen d’una
incidencia diversa d’esdeveniments CV, malgrat un efecte comparable sobre el control
glucémic (5). De manera similar, les cohorts diabetiques d’assajos dirigits als lipids
encara presenten una incidéncia sorprenentment alta d’esdeveniments CV, tot i
I'eficacia de les estatines i altres intervencions que tenen com a objectiu les LDL (6).
En conjunt, aquestes dades suggereixen |'existéncia d’un risc CV residual en pacients
amb DM2 i que la glucosa, els lipids i la pressio arterial no sén els Unics mediadors de
les malalties CV en la DM2 (7, 8).

Les dades recents de la bibliografia cientifica suggereixen que els pacients amb DM2
experimenten un munt de desequilibris addicionals que podrien contribuir al risc CV
residual observat. Entre els diversos mecanismes proposats, la disfuncié endotelial,
I'acumulacié de cel-lules senescents i un estat generalitzat d’inflamacidé cronica de baix
grau estan emergint com a actors clau en el desenvolupament de complicacions de la
DM2 (8). Tots aquests fenomens estan modulats per canvis epigenetics duradors,

incloses les alteracions dels microRNA (miRNA) (9).

Els miRNA soén petits (22 nucleodtids) RNA no codificants, altament conservats,
processats a partir de transcripcions més llargues mitjancant |'accié coordinada
d’endonucleases d’'RNA especifiques. Els miRNA generalment s’aparellen amb llocs dins
de la regid no traduida 3' dels RNA missatgers (mRNA), cosa que provoca la
descomposicié de I'mRNA i el bloqueig de la traduccié de proteines (10). Evidencies
creixents suggereixen que els miRNA es secreten activament fora de la cel-lula i
circulen en la sang humana associats amb vesicules o complexos de proteines que els

protegeixen de la degradacié (11). En particular, les vesicules extracel-lulars (EV)



transportades per miRNA estan emergint com a mediadors endocrins/paracrins clau de

I'homeostasi metabolica i CV (12). De fet, tres articles fonamentals suggereixen que:

- el teixit adipds és una font important d’EV-miRNA circulants que poden regular
I'expressid génica en altres teixits (13);

- els macrofags proinflamatoris del teixit adipds de ratolins obesos secreten EV amb
un repertori de miRNA alterat capacg de difondre senyals inflamatoris i induir resisténcia
a la insulina (14), i

- la transferencia d’EV circulants de ratolins amb alt contingut de greix a ratolins
sense tractament previ és suficient per promoure la disglucémia, un efecte mediat per
miRNA especifics (15).

També s’ha suggerit que un contingut de miRNA alterat en les EV podria donar suport
al desenvolupament de complicacions CV de la DM2. Per exemple, un manuscrit
revolucionari va mostrar que l'intercanvi de miR-126 mitjancant EV dona suport al
creixement endotelial, un mecanisme que es veu atenuat per la DM2 (16). De manera
similar, les EV derivades de cardiomiocits de rates diabetiques tenen un contingut més
alt de miR-320 que inhibeix els gens diana en les cél-lules endotelials (EC) receptores,
cosa que atenua la migracié endotelial i la formacid de tubs (17). Un altre estudi va
mostrar que alts nivells de glucosa promouen |'eliminacié de les EV endotelials que
porten miR-503, fet que indueix la seva transferencia de les EC als pericits vasculars,

cosa que en fomenta la migracid i proliferacié deteriorades (18).

Prenent com a referéncia aquests antecedents, plantegem la hipotesi que part del risc
CV residual observat en pacients amb DM2 pot atribuir-se a alteracions en la carrega
util dels miRNA de les EV circulants (9). Aixi, els principals objectius del projecte van

Ser.

1. Dosificar I'expressié de miRNA associats a inflamacié i rendiment vascular dins de les
EV de pacients amb DM2, amb o sense complicacions CV.
2. Obtenir coneixements preliminars sobre la capacitat d’aquestes EV per induir un

fenotip proinflamatori en les cel-lules endotelials quan s’administren in vitro.
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En la publicacié principal produida durant el desenvolupament del projecte (Prattichizzo
et al., «CD31 Positive-extracel-lular Vesicles from Patients with Type 2 Diabetis Shuttle
a miRNA Signature Associated with Cardiovascular Complications», Diabetes, 2021),
adaptem un métode immunomagneétic basat en perles per aillar EV positives (+) per
CD31 en plasma a fi de recol-lectar vesicules derivades de teixits rellevants per a les
complicacions de la DM2. Ens centrem en aquest enfocament a causa de |I’'expressio
marcada i especifica de CD31, és a dir, la molécula d’adhesié de cél-lules endotelials
plaquetaries (PECAM-1), en plaquetes, cél-lules immunes i cel-lules endotelials, tres
tipus de cel-lules que tenen un paper destacat en el desenvolupament de les

complicacions relacionades amb |la DM2.

A continuacio, vam fer una caracteritzacié profunda de les EV aillades, d’acord amb les
pautes MISEV. Vam demostrar que vam poder aillar les EV CD31+, les quals
representen una fraccié de les EV plasmatiques totals amb un origen heterogeni pero
compatible amb la hipotesi que les plaquetes i les cel-lules endotelials sén els principals

contribuents a aquest grup especific d’EV.

Per explorar la possible associacié dels miRNA continguts en les EV CD31+ amb |’estat
de la DM2 i les seves complicacions, seleccionem 11 miRNA amb dues caracteristiques:

i.Paper en el desenvolupament de complicacions CV de la DM2 o potencial diagnostic
previament observat en estudis de CV.

ii.Expressio robusta en les EV CD31+ aillades.



Aquest panel seleccionat estava compost per miR-126-3p, miR-343, miR-146a-5p,
miR-155, miR-195-5p, miR-21-5p, miR-24-3p, miR-320, miR-342-3p, miR-376, miR-
422 i miR-451. Quantifiguem els diversos miRNA per gPCR en EV CD31+ aillades des
del plasma d’‘una cohort transversal de 218 individus, distribuits en 60 individus sans
(Ctrl), 57 amb DM2 no complicada (DM2-NC) i 101 amb DM2 i complicacions (DM2-C).
Dels miRNA provats, trobem que 10 es veuen afectats per DM2, mentre que la
signatura composta per miR-146a, -320a, -422a, -451a identifica eficagment els
pacients amb DM2 amb complicacions. A més, una altra firma de miRNA continguts en
les EV CD31+, és a dir, miR-155, -320a, -342-3p, -376 i -422a, va detectar pacients
amb DM2 amb un esdeveniment cardiovascular advers important previ. Molts d’aquests
miRNA es correlacionen significativament amb variables cliniques que es considera que

tenen un paper clau en el desenvolupament de complicacions.

Finalment, atés que una de les hipotesis del projecte era explorar si les EV recollides de
pacients amb diabetis poden induir un efecte deleteri en les cel-lules receptores,
tractem les cél-lules endotelials in vitro amb EV recollides del plasma dels pacients. Les
EV de DM2-NC i DM2-C van augmentar significativament I'expressié de la quimiocina
(motiu CC) lligand 2 (CCL2) i interleucina-1 alfa (IL-1a) en comparacié amb les EV de
subjectes de control, mentre que només les EV de DM2-C van induir I'expressio de
TNFa en ceél-lules endotelials receptores en comparacio amb DM2-NC i controls.
Finalment, I'expressié d'IL-6, quimiocines (motiu CXC) de lligand CXCL-1 i CXCL-8 no
es va veure afectada per cap dels tractaments, fet que possiblement suggereix un
efecte proinflamatori peculiar de les EV, en lloc d’'una resposta inflamatoria no

especifica.

Els resultats de I'estudi donen suport a la idea que els miRNA transportats per EV es
podrien utilitzar com una eina potencial per preveure el desenvolupament de
complicacions en pacients amb DM2. De fet, vam demostrar que la recollida d'EV
CD31+, en comparaciéo amb el plasma sencer, millora la capacitat de miR-21-5p i miR-
146a-5p per detectar la DM2 i les seves complicacions. A més, aquestes dades
corroboren la hipotesi que les EV CD31+ de pacients amb DM2 estan dotades de

propietats proinflamatories, fet que possiblement contribueix al risc CV residual



observat en pacients amb aquesta afeccié. En general, els resultats del projecte
fomenten continuar investigant per explorar tant el potencial diagnostic com el paper

funcional de les alteracions de les EV guiades per la DM2.

En una publicacié col-lateral, discutim ampliament I’'estat de I'art i les possibles
direccions futures d'aquest camp d‘investigacid tan especific (Prattichizzo et al.,
Theranostics, 2021). La biologia de les EV és un camp de recerca en rapid creixement
gue té el potencial de revolucionar el diagnostic i la terapia d’'una amplia gamma de
malalties complexes i multifactorials, inclosa la DM2 i les seves complicacions CV. La
desregulacio de les EV ha estat involucrada en practicament totes les etapes de la
trajectoria de la DM2, i ha afectat el desenvolupament de la resisténcia a la insulina, la
disfuncié de les cel-lules B, la dislipidémia i el procés d‘aterosclerosi, aixi com altres
complicacions CV. No obstant aix0, cal investigacié addicional per aclarir la contribucio
efectiva de les EV en els processos patologics rellevants per al desenvolupament i la
progressio de la DM2 en humans. De fet, les troballes humanes recopilades fins ara son
més associatives que no pas causals. A més, els metodes estandarditzats per
aillament, preparacid, caracteritzacid i quantificacié de les EV sén obligatoris per
avancar en els estadis clinics, tant amb fins diagnostics com terapéutics. També s’ha
demostrat que el nombre d’EV i la carrega molecular es veuen afectats per la dieta i
I’'exercici, dues de les estrategies més poderoses per prevenir la DM2 i les malalties
cardiovasculars. Aquesta dada encara rep més suport per les observacions que els
aliments en si podrien contenir EV bioldgicament actives. Atesa la facilitat cada vegada
més gran per manipular-les, les EV de multiples fonts poden ser els candidats ideals
per millorar eventualment una série d’aspectes del tractament i maneig de la DM2,
com |'atenuacié de la resistencia a la insulina en els primers passos, la millora de la
insuficiéncia de les cél-lules B, un major risc d’estratificacié per al desenvolupament de
complicacions CV i la modulacié de vies que promouen el desenvolupament de
complicacions. Tenint en compte el complex paquet d'informacié que transporten, les
EV poden eventualment afectar aquests components patoldgics a llarg termini, i aixi
proporcionar una estratégia addicional i diferent a la de les terapies convencionals.
D’altra banda, és poc probable que una eina tan poderosa no vagi acompanyada
d’efectes secundaris, tenint en compte que se sap que les molécules transportades per
EV, inclosos els miRNA, mostren una activitat pleiotropica. Per tant, encara que la
investigacio preclinica esta en la fase inicial, podem preveure que la traduccié a una

etapa clinica requerira entorns personalitzats i especifics. No obstant aix0, |'evidéncia



disponible anima a dur a terme més investigacions per explorar el potencial de les EV
com a futures eines nanodiagnostiques i nanoterapéutiques per a la gestié de la DM2.
Finalment, ens agradaria esmentar que es van generar una série d’idees col-laterals
durant la progressio del projecte, de manera que es van produir una serie de
publicacions addicionals gracies al finangcament aportat per La Maratd. Tot i que no
estan estrictament relacionades amb |'objectiu principal, aquestes publicacions

cobreixen I’'Us de miRNA com a eines:

.per monitoritzar la resposta a la intervencié farmacologica, i

ii.per avaluar l'efecte dels factors estressants relacionats amb la DM2 en diversos models

preclinics rellevants.
A continuacio es proporciona la llista de totes les publicacions generades, tant les

principals com les secundaries.

A continuacio es proporciona la llista de les publicacions generades durant el
desenvolupament del projecte. A la llista, els treballs principals, estrictament

rellevants, apareixen amb el titol en negreta.
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