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Resumen y palabras clave

En la actualidad, mas de dos mil millones de personas padecen problemas de vision causados por
diversas enfermedades oculares. Entre ellas, la retinopatia diabética proliferativa (RDP) destaca
como una de las principales causas de ceguera irreversible a nivel mundial. Afecta principalmente
a personas con diabetes mellitus, especialmente cuando la enfermedad ya ha progresado a etapas
avanzadas.

La retinopatia diabética (RD) se divide en dos fases. En la etapa no proliferativa (RDNP) se
observan cambios microvasculares iniciales, como microaneurismas, hemorragias intrarretinianas
y edemas. Si no se controla, la RD puede avanzar hacia su forma proliferativa (RDP),
caracterizada por el crecimiento anémalo de nuevos vasos sanguineos sobre la retina y hacia el
humor vitreo. Esta neovascularizacion puede desencadenar complicaciones graves como
hemorragias vitreas, desprendimiento de retina y pérdida visual severa.

Hoy en dia, el tratamiento mas utilizado para la RDP consiste en la administracion intravitrea de
farmacos anti-VEGF, que bloquean la formacion de estos vasos patoldgicos. Aunque su eficacia
esta comprobada, estos tratamientos presentan limitaciones importantes. Requieren inyecciones
frecuentes, implican cierto riesgo de infeccion ocular y, en algunos casos, no logran frenar la
progresion de la enfermedad.

Frente a estos desafios, han surgido nuevas alternativas terapéuticas basadas en ARN, que apuntan
directamente a los mecanismos moleculares que impulsan la RDP. En particular, los ARN no
codificantes (ncARN), como los miARN y IncARN, han cobrado relevancia por su implicacién
en procesos clave como la angiogénesis, la inflamacion y la disfuncion endotelial. Entre los mas
estudiados se encuentran MALATL, MIAT y MEG3, cuyos niveles de expresion se alteran en la
fase proliferativa de la enfermedad y se relacionan estrechamente con la via del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), fundamental en la neovascularizacion.

El uso terapéutico de estos ARN, mediante tecnologias como los ARN antisentido o miméticos,
permitiria una intervencion mas precisa, prolongada en el tiempo y con menos efectos adversos
que los tratamientos actuales. Por eso, las terapias génicas basadas en ARN no solo representan
un avance prometedor en el manejo de la RDP, sino que podrian transformar profundamente el
enfoque clinico de esta complicacion ocular avanzada, con un impacto positivo tanto a nivel
médico como econdmico y social.

Palabras clave: retinopatia diabética proliferativa, microARN, IncARN, intervencion dirigida,
VEGF.
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Abstract

Currently, more than two billion people suffer from vision problems caused by various eye
diseases. Among them, proliferative diabetic retinopathy (PDR) stands out as one of the leading
causes of irreversible blindness worldwide. It mainly affects people with diabetes mellitus,
especially when the disease has already progressed to advanced stages.

Diabetic retinopathy (DR) is divided into two stages. In the nonproliferative stage (NPDR), initial
microvascular changes such as microaneurysms, intraretinal hemorrhages, and edema are
observed. If left unchecked, DR can progress to its proliferative form (PDR), characterized by the
abnormal growth of new blood vessels over the retina and into the vitreous humor. This
neovascularization can trigger serious complications such as vitreous hemorrhages, retinal
detachment and severe visual loss.

Today, the most widely used treatment for PDR is intravitreal administration of anti-VEGF drugs,
which block the formation of these pathological vessels. Although their efficacy is proven, these
treatments have important limitations. They require frequent injections, involve some risk of
ocular infection and, in some cases, fail to halt disease progression.

In the face of these challenges, new RNA-based therapeutic alternatives have emerged that
directly target the molecular mechanisms driving PDR. In particular, non-coding RNAs
(ncRNAs), such as miRNAs and IncRNAs, have become relevant due to their involvement in key
processes such as angiogenesis, inflammation and endothelial dysfunction. Among the most
studied are MALAT1, MIAT and MEG3, whose expression levels are altered in the proliferative
phase of the disease and are closely related to the vascular endothelial growth factor (VEGF)
pathway, which is fundamental in neovascularization.

The therapeutic use of these RNAs, by means of technologies such as antisense or mimetic RNAs,
would allow a more precise intervention, prolonged in time and with fewer adverse effects than
current treatments. Thus, RNA-based gene therapies not only represent a promising advance in
the management of PDR, but could profoundly transform the clinical approach to this advanced
ocular complication, with a positive medical, economic and social impact.

Key words: proliferative diabetic retinopathy, non-coding RNA, microRNA, IncRNA, targeted
intervention, VEGF.
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1. Introduccidn

1.1 El ojo. Anatomia y fisiologia.

El ojo humano es el 6rgano encargado del procesamiento de la vision, formado por una estructura
sensible que le permite ejercer dicha funcién. Se encuentra ubicado en la orbita del craneo
formado por el globo ocular el cual esta protegido por tejido graso, blando y por la estructura dsea
de la drbita. Asimismo, el ojo queda protegido externamente por las lagrimas, las pestafias y los
parpados [2] (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del ojo [1]

El globo ocular forma parte de un tercio del espacio de la cavidad de la 6rbita, el restante lo ocupan
la vasculatura, nervios y musculos. Dentro del globo se pueden diferenciar tres principales capas
conceéntricas : la tanica fibrosa, tlnica vascular y tdnica sensorial [1].

Respecto a la tanica fibrosa, es la capa méas externa del globo y se compone principalmente por
dos segmentos esféricos. ElI componente anterior de la tdnica fibrosa es la clrnea, parte
sobresaliente que se encarga de ser la superficie refractante, lisa y transparente del 0jo, que protege
el contenidointraocular. Asimismao, la esclerdtica es el componente posterior de la tlnica que rodea
el globo ocular yendo desde la parte anterior, el limbo esclerocorneal, hasta la parte posterior, el
nervio éptico [2]. Por ultimo, se encuentra la conjuntiva que se ubica cubriendo la esclera y la
parte interna de los parpados.

En segundo lugar, se encuentra la tunica vascular que constituye la capa media (Gvea) del globo
ocular y se caracteriza por su alta vascularizacion y contenido en melanina. Esta implicada en
funciones esenciales como la nutricion de las estructuras intraoculares, la regulacion de la entrada
de luz, y la produccién del humor acuoso. Anatémicamente se divide en tres porciones. En la parte
anterior se ubica el iris, estructura compuesta por una membrana contractil pigmentada y circular
encargada de regular la luz mediante la regulacién del masculo esfinter y dilatador de la pupila.
El iris esta ubicado entre la cérnea y el cristalino anclado en sus extremos a los cuerpos ciliares.
Seguidamente, se encuentra la regién intermedia, el cuerpo ciliar, ubicado entre el iris y los
coroides encargados de los procesos ciliares responsables de la secrecion del humor acuoso [3].
Finalmente, en la parte posterior, se encuentra la coroides, capa vascular entre la esclerética y la
retina, donde su superficie externa esta unida a la escler6tica y su superficie interna esta conectada
con el epitelio pigmentario de la retina (RPE) [3]. La coroides se encarga de suministrar nutrientes
y oxigeno a la retina, al cristalino y al humor vitreo. El cristalino, se
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compone como 6rgano lenticular encargado de enfocar los rayos a través de la refringecia de los
musculos ciliares [3] y el humor vitreo se caracteriza por ser un cuerpo incoloro de textura
gelatinosa ubicado entre la retina y el cristalino.

1.1.1 Laretina

En la zona mas interna del ojo se encuentra la tlnica sensorial, también conocida como retina,
que se sitla entre la coroides y el humor vitreo. Esta estructura compleja esta organizada en varias
capas que desempefian funciones especificas en el procesamiento de la informacion visual a través
de la transduccion de sefiales bioguimicas a eléctricas. Esta red compleja esta formada por una
extensa diversidad celular que permiten su funcionamiento (Figura 2 y 3) [1]. Entre la diversidad
celular se encuentran:

Membrana Limitante Interna: formada por las células de Mdller, actia como una barrera
selectiva que regula el paso de nutrientes y protege contra la radiacion ultravioleta [1].

Capa de Fibras Nerviosas: compuesta por los axones de las células ganglionares, constituye
el inicio del nervio 6ptico ) [1].

Capa de Células Ganglionares: contiene los cuerpos celulares de las células ganglionares,
cuyas prolongaciones axonicas forman el nervio éptico [1].

Capa Plexiforme Interna: es la zona donde se establecen las sinapsis entre las células
bipolares, amacrinas y ganglionares [1].

Capa Nuclear Interna: aqui se localizan los nucleos de las células bipolares, horizontales y
amacrinas [1].

Capa Plexiforme Externa: es el area donde se conectan sindpticamente las células bipolares
con los fotorreceptores [1].

Capa Nuclear Externa: contiene los niicleos de los fotorreceptores, tanto bastones como conos

[1].

Membrana Limitante Externa: separa las células de Miller de los fotorreceptores,
proporcionando soporte estructural [1].

Capa de Fotorreceptores: formada por las terminaciones de los conos y bastones, responsables
de la transduccidn de estimulos luminosos [1].

Epitelio Pigmentario de la Retina (RPE): desempefia funciones esenciales como la absorcion
de luz, el transporte de nutrientes a través de la barrera hematoocular, la fagocitosis de discos
membranosos envejecidos y la secrecion de factores de crecimiento que mantienen la salud
retiniana [1].



Trabajo de fin de grado 9

photo- rods
receptors cones
LM
ONL
icles
sgﬁgmles OPL
horizontal
bipolar cells INL
amacrine
cells
7, 3 ey IPL
gangl:on o A > C >
cells, axons D0~ &) é g@ GCL
Muller cell %g’ =
endfeet *V'\ S M

Figura 2. Corte transversal de retina donde se observan
los nicleos de los diferentes tipos celulares. [1]

Figura 3. Diagrama organizativo de retina
donde

se aprecian las conexiones e interacciones
entre los distintos tipos celulares. [1]

1.2 Patologias del sistema visual

El sistema visual humano estd compuesto por estructuras especializadas que permiten captar,
procesar y transmitir informacion visual al cerebro. La pérdida de funcién de cualquiera de sus
componentes (desde los medios refractivos hasta la retina o el nervio optico) puede dar lugar a
diversas patologias que afectan la calidad de vida de millones de personas en todo el mundo.

Entre las enfermedades méas frecuentes se encuentran las disfunciones refractivas (miopia,
hipermetropia, astigmatismo y presbicia), cataratas, glaucoma, degeneracion macular asociada a
la edad (DMAE), y las retinopatias, como la RD y la retinosis pigmentaria.

La DMAE se caracteriza por laacumulacion de drusas y atrofia del RPE en la forma seca, mientras
que su forma humeda presenta neovascularizacion subretiniana, lo que lleva a pérdida de vision
central [2].

Por otro lado, la retinosis pigmentaria, una enfermedad hereditaria, provoca degeneracion
progresiva de los fotorreceptores, alteraciones en la organizacion de la retina y formacion de
espiculas pigmentarias, derivadas de la migracion de células del RPE a través de las células de
Mauller [2].
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En general, todas las enfermedades degenerativas de la retina, independientemente de su etiologia,
comparten mecanismos comunes como la reprogramacion neuronal, remodelado sinéptico,
neuroinflamacion y muerte celular [2].

El crecimiento que ha tenido el conocimiento de estos procesos patoldgicos ha movido el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, incluyendo las terapias génicas y celulares, con el
objetivo de ralentizar o revertir la pérdida visual.

1.3 Retinopatia diabética (RD)

La RD es una de las complicaciones microvasculares mas frecuentes de la diabetes mellitus (DM)
y representa una de las principales causas de ceguera prevenible (en estadios tempranos) en la
poblacidn, especialmente entre los 20 y 64 afios [6]. Cabe destacar que la RD no solo implica una
alteracion vascular progresiva, sino que en los Gltimos afios se ha demostrado que también esta
implicado un componente neurodegenerativo, que afecta tanto a células neuronales como gliales
de la retina. Es decir, los cambios funcionales pueden comenzar antes de que sean visibles las
lesiones vasculares caracteristicas.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la retinopatia diabética inicia con alteraciones en la
microvasculatura retiniana como resultado de la hiperglucemia crénica. Estas incluyen el
engrosamiento de la membrana basal, la pérdida de pericitos y la disfuncion endotelial, lo que
conlleva a la ruptura de la barrera hematorretiniana, edema, isquemia y neovascularizacion en
etapas mas avanzadas [5].

En cuanto a su clasificacion clinica, la RD se divide en dos grandes formas: la fase no proliferativa
(RDNP) vy la fase proliferativa (RDP). En la RDNP se observan microaneurismas, hemorragias
puntiformes, exudados duros y edema macular; mientras que en la RDP aparecen neovasos
fragiles que, al romperse, pueden provocar hemorragias vitreas, traccion retiniana y, en casos
severos, desprendimiento de retina [6].

El diagnostico se realiza principalmente mediante el examen de fondo de ojo, complementado por
técnicas como la tomografia de coherencia optica (OCT) o la angiografia con fluoresceina. La
deteccidn precoz de esta enfermedad es esencial para prevenir complicaciones graves, y para ello
es necesario promover controles periédicos en pacientes con diabetes, especialmente aquellos con
mas de cinco afios de evolucion.

Por Gltimo, es importante subrayar que el tratamiento no se basa Unicamente en las intervenciones
oftalmoldgicas, sino que debe enfocarse también en el control riguroso de la glucemia, la presion
arterial y los lipidos. [5].

1.4 Retinopatia diabética proliferativa (RDP)

La RDP representa la forma mas avanzada y potencialmente devastadora de la retinopatia
diabética. Se caracteriza principalmente, como se ha comentado en el apartado anterior por la
aparicion de neovasos anémalos en
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respuesta a la isquemia retiniana generalizada provocada por el cierre capilar. Estos vasos de
neoformacion pueden localizarse en el disco dptico , en otras regiones retinianas , o incluso en el
iris y el &ngulo iridocorneal, reflejando una progresion hacia etapas mas severas de la enfermedad

[71

La RDP surge como consecuencia directa de una respuesta angiogénica exagerada, mediada
principalmente por VEGF, cuya expresion se encuentra significativamente aumentada en el
humor vitreo de pacientes con esta condicion [8]. La retina, al experimentar hipoxia por la
oclusion capilar progresiva, responde liberando VEGF, lo que desencadena la proliferacion de
nuevos vasos sanguineos que, por su fragilidad estructural, presentan un alto riesgo de rotura y
hemorragia.

Ademas del componente angiogénico, la RDP también involucra una proliferacion fibrovascular
en la interfaz vitreo-retiniana. Este fendmeno contribuye a la formacién de tractos de traccion, los
cuales pueden desencadenar desprendimientos de retina traccionales, una de las complicaciones
mas graves y dificiles de manejar en este contexto [7].

Es importante destacar que, aunque la RDP puede desarrollarse de forma asintomatica en fases
iniciales, su progresion sin tratamiento adecuado a lo largo del tiempo puede llevar a complicaciones
como hemorragia vitrea recurrente, neovascularizacion del angulo con riesgo de glaucoma
neovascular, y finalmente, pérdida visual irreversible. Por tanto, su diagndstico y tratamiento
precoz constituyen un objetivo prioritario en la atencién oftalmoldgica del paciente diabético [7].

1.4.1 Clasificacion y factores relacionados con la RDP

La clasificacién de la RDP se basa principalmente en la localizacion y extensién de la
neovascularizaciony en la presencia de complicaciones estructurales asociadas, como hemorragia
vitrea o desprendimiento de retina. Segun los criterios clinicos establecidos, los signos que definen
la RDP incluyen [7]:

e Neovasos en el disco Optico: proliferacién de nuevos vasos sobre o cerca del disco, visible en la
exploracion con dilatacion pupilar.

e Neovasos en otras areas de la retina: crecimiento de vasos fuera del disco optico,
frecuentemente en regiones periféricas, en zonas de isquemia.

e Hemorragia vitrea o prerretiniana: consecuencia directa de la fragilidad de los neovasos que se
desarrollan sin soporte estructural adecuado.

e Proliferacion fibrovascular: la proliferacién puede causar traccion sobre la retina,
favoreciendo el desarrollo de desprendimiento de retina traccional.

En cuanto a los factores de riesgo, la progresidn hacia la RDP esta influenciada por multiples
variables, entre las que destacan [7]:

e Hiperglucemia cronica: es el factor mas determinante, y su control inadecuado se asocia con
mayor incidencia de neovascularizacién.

e Hipertension arterial y dislipidemia: contribuyen al dafio endotelial y a la disfuncién
microvascular.

o Nefropatia diabética: especialmente en estadios avanzados, puede asociarse con formas mas
agresivas de RDP.
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Duracion de la diabetes: tanto en tipo 1 como en tipo 2, un mayor tiempo de evolucion
aumenta el riesgo de complicaciones oculares.

Ademas, la anemia, embarazo y ciertos farmacos hipoglucemiantes también se han identificado
como cofactores relevantes en estudios recientes [7].

Finalmente, el papel del VEGF como mediador clave ha permitido establecer una conexion
directa entre la hipoxia retiniana y la progresion clinica de la RDP. Esto no solo ha aportado una
mejor comprension del proceso fisiopatolégico, sino que ha abierto nuevas posibilidades
terapéuticas dirigidas a inhibir su accion.

1.4.2 Tratamientos actuales

El abordaje terapéutico de la RDP tiene como objetivo principal la regresion de la
neovascularizaciéon y la prevencién de complicaciones visuales graves comentadas, como la
hemorragia vitrea o el desprendimiento de retina traccional. Actualmente, las estrategias mas
utilizadas incluyen la fotocoagulacion panretiniana (PRP), las terapias anti-VEGF, y la
vitrectomia pars plana (VPP), aplicadas de forma aislada o en combinacion, seglin las
caracteristicas clinicas del paciente.

Fotocoagulacién panretiniana (PRP):

La PRP consiste en la aplicacion de impactos de laser térmico sobre la retina periférica isquémica,
reduciendo asi la demanda metabdlica y el estimulo angiogénico que conduce a la formacion de
nuevos vasos. Este tratamiento ha sido considerado durante décadas un herramienta esencial en el
tratamiento para la RDP, con una eficacia bien establecida para prevenir la pérdida visual severa
en hasta un 50% de los casos [9].

Las técnicas modernas permiten aplicar entre 1600 y 3000 disparos en una o varias sesiones donde
estudios recientes también han documentado mejoras en la densidad vascular macular y en la zona
avascular de la fovea. No obstante, la PRP puede tener efectos adversos que producen reduccion
del campo visual periférico, disminucion de la visién nocturna, aumento del edema macular, dolor
durante la sesion e incluso complicaciones inflamatorias o estructurales si no se administra de
manera correcta [7].

Se estan explorando nuevas modalidades, como el laser micropulsado subumbral, que busca
preservar las capas neuronales retinianas y minimizar los efectos colaterales. Esta técnica
representa una posible alternativa en casos seleccionados de RDP temprana [7].

Agentes anti-VEGF

En la dltima década, el uso de agentes antiangiogénicos, como ranibizumab, aflibercept o
bevacizumab, ha modificado el enfoque tradicional del tratamiento. Estos farmacos blogquean el
VEGF reduciendo la neovascularizacion, la permeabilidad vascular y el edema asociado [8][7].

Estudios como el PRIDE vy el Protocol S han podido demostrar que ranibizumab en monoterapia
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ofrece una eficacia posiblemente superior a la PRP, tanto en frenar la formacion de neovasos
como en la preservacion de la agudeza visual. Ademas, el uso combinado de PRP con anti-VEGF
ha mostrado una mejoria significativa en la reduccion del espesor macular central y una menor
frecuencia de complicaciones hemorrégicas [8].

No obstante, estos farmacos presentan algunas limitaciones ya que requieren administraciones
frecuentes (mensuales o trimestrales), lo que puede dificultar la consistencia del tratamiento en
los pacientes. Ademas, existe un riesgo tedrico de empeoramiento de las tracciones retinianas tras
inducir la regresion rapida de los neovasos, especialmente con bevacizumab en ojos que padecen
desprendimiento de retina incipiente [7].

Pese a ello, los anti-VEGF se consideran actualmente una primera opcion en muchos casos, y
estan particularmente indicados cuando la PRP esta contraindicada o es de dificil aplicacion (por
opacidades del medio ocular, catarata densa 0 hemorragia vitrea activa).

e Vitrectomia pars plana (VPP)

La VPP esta indicada en estadios avanzados de la enfermedad, cuando existen complicaciones
como hemorragia vitrea persistente o desprendimiento de retina traccional que compromete la
méacula. Esta técnica permite retirar el vitreo, el tratamiento de membranas fibrovasculares y la
aplicacion directa de terapia laser intraoperatoria.

Diversos estudios han demostrado que la inyeccidn preoperatoria de anti-VEGF (principalmente
bevacizumab) puede reducir el sangrado intraoperatorio y facilitar el manejo quirdrgico. Sin
embargo, su uso debe ser individualizado, ya que en algunos casos puede acelerar la traccion
retinal y empeorar el cuadro clinico si no se planifica adecuadamente [7].

2.Antecentes y objetivos

2.1 Antecentes

La RDP es la forma mas avanzada de la RD, y representa una de las principales causas de ceguera
irreversible en adultos en edad laboral. Si bien el tratamiento actual basado en la PRP, los agentes
anti-VEGF y la VPP ha demostrado ser efectivos para frenar la progresion de la enfermedad, estos
abordajes no estan exentos de limitaciones. Los efectos adversos de la PRP, la necesidad de
multiples inyecciones intravitreas de anti-VEGF, y el caracter invasivo de la vitrectomia, impulsan
la necesidad de explorar nuevas alternativas terapéuticas mas especificas, menos destructivas y
con mejor perfil de seguridad [8][9].

En este contexto, ha surgido un creciente interés por el estudio de posibles terapias basadas en
acidos ribonucleicos no codificantes (ncARN), moléculas que, a pesar de no traducirse en
proteinas, desempefian funciones clave en la regulacion génica, la sefializacién celular y la
homeostasis tisular. Estas moléculas han demostrado tener un papel central en la fisiopatologia
de la RD y la RDP, particularmente en procesos como la angiogénesis, la inflamacion crénica, la
disfuncion de la barrera hematorretiniana y la muerte celular [10][12].

Estos hallazgos han abierto nuevas lineas de investigacion centradas en el uso de ncARN como
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biomarcadores diagndsticos y, sobre todo, como dianas terapéuticas emergentes en enfermedades
retinianas. A pesar de que la mayoria de los estudios aun se encuentran en fase preclinica, los
resultados iniciales son prometedores y refuerzan la hipétesis de que la modulacion dirigida de
los ncARN podria representar una estrategia terapéutica eficaz y personalizada para la RDP [10].

2.2 ODbjetivos

El objetivo principal es analizar mediante una revision bibliogréafica el potencial terapéutico de
los ARN no codificantes (ncARN) en el tratamiento de la retinopatia diabética proliferativa
(RDP), ademas:

1. Estudiar el papel fisiopatolégico de los ncARN en la progresion de la RDP, incluyendo su
implicacion en procesos como la neovascularizacion, la inflamacion y la disfuncion de la barrera
hematorretiniana.

2. ldentificar los principales tipos de "cARN (miARN, IncARN, circARN) relacionados con la RDP
y analizar sus mecanismos de accion sobre genes clave como VEGFAy HIF1A.

3. Evaluar las terapias experimentales que utilizan ncARN como agentes moduladores o inhibidores
de procesos patologicos en modelos animales o celulares de RDP.

4. Comparar los enfoques terapéuticos basados en ncARN con los tratamientos actuales (PRP, anti-
VEGF y VPP), destacando ventajas, limitaciones y perspectivas de aplicacion clinica.

5. Proponer lineas futuras de investigacion en el campo de las terapias moleculares dirigidas a ARN
como herramienta para el tratamiento de enfermedades retinianas crénicas.

3.Materiales y metodos
3.1 Disefio

Este trabajo corresponde a una revision bibliografica centrada en el analisis de estudios cientificos
relacionados con la RDP y el uso de ncARN como posibles herramientas terapéuticas.

3.1.1 Planteamiento de la basqueda

La basqueda de informacion se realizé principalmente en la base de datos PubMed,
complementada con busquedas en Scopus. Se utilizaron combinaciones de palabras clave como:

“proliferative diabetic retinopathy”, “non-coding RNA”, “microRNA”, “IncRNA”, “circRNA”, y
“VEGF”, empleando operadores booleanos como AND y OR.

Como cadenas de busqueda se emplearon diferentes métodos respecto a la plataforma utilizada.
En PubMed se empled: ("proliferative diabetic retinopathy” OR "PDR") AND ("non-coding
RNA" OR "ncRNA" OR "microRNA" OR "miRNA" OR "IncRNA" OR "long non-coding RNA"
OR "circRNA") AND ("VEGF" OR "vascular endothelial growth factor") y en Scopus se empled:
("proliferative diabetic retinopathy” OR "PDR™) AND ("non-coding RNA" OR "ncRNA" OR
"microRNA" OR "miRNA" OR "IncRNA" OR "long non-coding RNA" OR "circRNA") AND
("VEGF" OR "vascular endothelial growth factor").
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El proceso se llevé a cabo entre febrero y mayo de 2025, limitando los resultados a articulos
publicados entre 2018 y 2024, escritos en inglés o espafiol y disponibles en texto completo.

3.1.2 Criterios de seleccidon

Se seleccionaron articulos originales y revisiones cientificas que abordaran terapias basadas en
ncARN aplicadas a la RDP, excluyéndose aquellos no relacionados directamente con el tema,
duplicados o con informacion insuficiente.

3.2 Seleccion de articulos. Diagrama de flujo

Tras aplicar los criterios mencionados, se seleccionaron 21 articulos para desarrollar el trabajo. El
detalle del proceso fue el siguiente:

Primeramente, se seleccionaron 45 referencias, 34 de Pubmedy 11 de Scopus, las cuales 24 fueron
descartadas a través de un filtrado ya que se trataba de articulos que hablaban sobre ARN
relacionados con la RD, pero no se centraban en la fase proliferativa. Por tanto, se eligieron 21
articulos para desarrollar el trabajo, donde 13 articulos fueron los elegidos para desarrollar el
apartado de resultados (Figura 4).

45
REFERENCIAS

Figura 4. Diagrama de flujo donde se presenta el
proceso de seleccion y filtrado de los articulos
escogidos.
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. Resultados

4.1 El IncARN MIAT como regulador epigenético en la
progresion de la retinopatia diabeética proliferativa

En los Gltimos afios, el INCARN MIAT (Myocardial Infarction Associated Transcript), también
conocido como “Gomafu”, ha emergido como un regulador clave en la progresion de la RDP. Se
trata de un transcrito largo no codificante cuya expresion se ha observado elevada en retina de
pacientes diabéticos y en modelos animales de hiperglucemia sostenida. MIAT cumple una
funcién activa en la promocién de procesos patoldgicos como la angiogénesis andmala, la
inflamacion cronica, y la disfuncién de la barrera hematorretiniana, caracteristicas propias del
estadio proliferativo de la RD [13].

De acuerdo con la revision realizada por Smit-McBride et al. (2021), diversos estudios
experimentales han documentado que MIAT actla como ARN enddgeno competidor (ceARN)
(mecanismo por el cual varias moléculas de ARN compiten por unirse a un microARN),
interfiriendo con la accién reguladora de microARNS encargados de regular la via VEGF, como miR-
150-5p 0 miR-29b. Esto resulta en una sobreexpresion de genes proangiogénicos como VEGFA,
asi como de factores inflamatorios como NF- kB. Ademas, se sugiere que MIAT podria influir en
la expresion de HIF-/a, incrementando la respuesta hipdxica y facilitando la proliferacion de
neovasos retinianos.

4.1.1 Eleje MIAT/miR-29b/SP1 en la apoptosis inducida por
hiperglucemia en células retinianas

El IncARN MIAT ha sido objeto de diversos estudios recientes por su implicacién en
enfermedades vasculares y neurodegenerativas. En el caso de la RDP, el trabajo de Zhang et al.
(2017) proporciona una considerable evidencia experimental directa sobre su participacién en la
regulacion de la apoptosis celular retiniana bajo condiciones hiperglucémicas, asi como su
interaccién con microARNS, especificamente con miR-29b.

Para llevar a cabo el estudio, se utiliz6 un modelo murino de diabetes tipo 1, en el que se inyectd
estreptozotocina (STZ, 60 mg/kg) por via intraperitoneal a 20 ratones macho de la cepa Sprague-
Dawley. Ademas, se emplearon cultivos de células de Muller rMC-1 sometidos a condiciones de
alta (25 mM) o normal (5.5 mM) concentracion de glucosa. A las 72 horas de post-inyeccion, se
midieron los niveles de glucosa en sangre, confirmando hiperglucemias superiores a 16,7 mM.
Posteriormente, se aislaron las células de Miiller de la retina para su analisis [14].

Se extrajo ARN total tanto de las células retinianas como de las lineas rMC-1, y se cuantificaron
los niveles de expresion de MIAT y miR-29b mediante RT-gPCR. También se llevo a cabo un
Western blot para analizar la expresion de proteinas como p-p65 (forma fosforilada de la
subunidad p65 de NF-xB) y SP1, dos factores de transcripcion implicados en la angiogénesis.
Ademas, se realiz6 un ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP) para estudiar la
posible union de NF-«xB al promotor de MIAT. Finalmente, las células fueron transfectadas con
ARN silenciador de MIAT (si-MIAT), inhibidores de miR-29b y con un adenovirus que
sobreexpresa MIAT (Ad-MIAT) como control negativo [14].

Entre los resultados més destacados, se observo una sobreexpresion significativa de MIAT en las
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celulas de Miller de los ratones diabéticos tratados con STZ, con aumentos de expresion de 2.5,
2.8, 3.1y 2.9 veces respecto a los controles en los meses 1, 3, 5y 7, respectivamente (Figura 5).
Asimismo, los niveles de p-p65 también estaban elevados en estos animales, lo que sugiere que
NF-kB podria estar activando la transcripcion de MIAT. Estos mismos patrones de
sobreexpresion se detectaron en las células rMC-1 tras 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a
glucosa elevada (Figura 6) [14].
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Figura 5. (A) Sobreexpresion de MIAT a través de RT-gPCR medida en
células de Muller de ratones diabéticos donde el nivel MIAT fue entre 2,5
y 3,1 mayor que sus controles.(B) Aumento significativo de NF-«kB en los
ratones diabéticos en las medidas realizadas en los cuatro meses
mencionados a través de Western-Blot in vitro [14].
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Figura 6. (A) Sobreexpresion de MIAT a través de RT-gPCR en
células rMC-1 observando entre 2 y 3 veces mas nivel de MIAT que en
los controles . (B) Aumento significativo de NF-kB en las células
rMC-1 entre 24 y 96 horas respecto a sus controles en Western-
Blot in vivo [14].

El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) confirmé que NF-kB se une directamente
al promotor del gen MIAT en células rMC-1, lo que sugiere una interaccion reguladora directa
entre ambos. Por otro lado, la inhibicion de MIAT mediante si-MIAT permitié revertir
parcialmente la pérdida de viabilidad celular provocada por la exposicion a alta concentracién de
glucosa, y ademas se observé una reduccion en la tasa de apoptosis inducida por hiperglucemia
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(Figura 7) [14].
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Figura 7. Ensayo de viabilidad celular en células rMC-1 realizado a diferentes niveles de glucosa.
Se emple6 si-MIAT donde su inhibicién revirtié la disminucién de viabilidad celular observada en
condiciones de alta glucosa(B). Estudio de apoptosis en células rMC-1 donde la inhibicion de
MIAT consigui6 reducir la apoptosis celular respecto a los ensayos en condiciones de niveles de
glucosa alta (C) [14].

Por ultimo, se centraron en el estudio de miR-29b, como microARN implicado en la regulacion
de la apoptosis, y del factor de transcripcion SP1. Mediante analisis por RT-gPCR, se observd
que la inhibicion de MIAT mediante si-MIAT provocaba un aumento significativo en la expresion
de miR-29b, alcanzando niveles similares a los observados en condiciones de glucosa normal. En
cambio, en condiciones de alta glucosa y sin inhibicién de MIAT, la expresién de miR-29b se
encontraba reducida (Figura 8).
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Figura 8. Niveles relativos de miR-29b obtenidos a través de RT-gPCR empleando si-MIAT, en
diferentes condiciones de glucosa. Se observaba que cuando se encontraba si-MIAT, los niveles de miR-
29b aumentaban significativamente [14].

En linea con los resultados anteriores, observaron que miR-29b regula negativamente a SP1,
factor de transcripcion implicado en la proliferacidn y apoptosis celular. MIAT sobreexpresado
disminuye miR-29b y aumenta SP1. Estos hallazgos sugirieron que MIAT modula la via miR-29b
— SP1. Para confirmar esta interaccion, se combiné si-MIAT con el inhibidor de miR-29b, lo que
resultd en la anulacion de los efectos protectores previamente observados , tanto sobre la
viabilidad como la apoptosis celular. De esta manera, se confirmé que la via MIAT — miR-29b
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— SP1 esta funcionalmente implicada en el dafio celular inducido por hiperglucemia (Figura 9)
[14].
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Figura 9 (A) Ensayo de viabilidad celular en células rMC-1 bajo condiciones de alta
glucosa, donde se estudié la interaccion entre MIAT y miR-29b, utilizando si-MIAT y un
inhibidor de miR-29b en diferentes combinaciones.

(B) Ensayo de medicién de apoptosis celular en células rMC-1 bajo condiciones de
alta glucosa, con el objetivo de estudiar la interaccion entre MIAT y miR-29b, utilizando
si-MIAT y el inhibidor de miR-29b en distintas combinaciones [14].

Se concluye, por tanto, en este estudio experimental que MIAT no solo se encuentra
sobreexpresada en RD, sino que su inhibicion con siARN reduce de forma significativa la
apoptosis celular en retina. Ademas, MIAT establece una conexién funcional con miR-29b y SP1,
sugiriendo que la regulacidn de este eje molecular podria ser una estrategia terapéutica eficaz. Por
tanto, MIAT representa una diana valida y modulable mediante terapias basadas en ARN,

especialmente relevante en RDP [14].

4.1.2 Regulacion de VEGFA por el eje MIAT/miR-150-5p en la
angiogénesis proliferativa retiniana

El ncARN MIAT no solo participa en la regulacion de la apoptosis, sino que también actla como
un regulador directo de la angiogénesis patoldgica, fendbmeno central en la RDP. Se demostr
experimentalmente que MIAT ejerce su funcién angiogénica a través de un mecanismo de ceARN
secuestrando a miR-150-5p, un microARN que reprime la expresion de VEGF. Al ser
secuestrado, miR-150-5p pierde su capacidad de reprimir VEGF, lo que contribuye a la

promocién de la angiogénesis [15].

Como modelo experimental, los autores emplearon ratas Sprague-Dawley inducidas con STZ (60
mg/kg). En el estudio también se emplearon diferentes tipos de cultivos celulares, incluyendo
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS), células endoteliales microvasculares
humanas (HMVECs), células de endotelio coroideo de mono rhesus (RF/6A), células del epitelio
pigmentario de retina, células ganglionares de retina (RGC-5), células de Muller de rata (rMC-1)
y ceélulas endoteliales humanas hibridas (EA.hy926). También se incluyeron membranas
fibrovasculares de pacientes para validar la interaccion entre MIAT-miR-150-5p-VEGF [15].
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Para explorar las interacciones moleculares involucradas, se realizaron ensayos de luciferasa,
inmunoprecipitacion con Ago 2 (proteina que forma parte del complejo RISC transportador de
miARN) y RT-gPCR. Ademas, se llevaron a cabo transfecciones con miR-150-5p mimic (un
ARN sintético que imita la funcion de miR-150-5p) y antagomir (un ARN sintético que inhibe su
funcion), asi como con vectores disefiados para el silenciamiento de MIAT (MIATshARN) [15].
También aplicaron la técnica de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), que permite
visualizar directamente donde se localiza el ARN dentro de las células. Como resultado, la
expresion de MIAT mostré un aumento progresivo en retinas de humanos y ratas diabéticas entre
1y 7 semanas respecto al grupo no diabético. Se observé una diferencia significativa en la
expresion de MIAT, especialmente en la capa de células ganglionares de la retina, en comparacion
con las otras capas (Figura 10) [15].
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Figura 10. Técnica FISH para evaluar la expresion de MIAT sobre retinas de humanos y ratones control frente
a retinas inducidas con diabetes en diferentes capas de la retina. Se empled sonda de sentido a MIAT como
control negativo y sonda para el ARN U6 como control negativo. Ademas, se comparo la intensidad de la
fluorescencia en las muestras de rata y humano con MIAT y U6 frente a los controles no diabéticos [15]

En células RGC-5 en cultivo, en células de epitelio pigmentario RF/6A, y células de Miiller
expuestas a glucosa alta (30 mM), la expresion de MIAT también se incrementd
significativamente entre las 24 y 96 horas, siendo mas notorio en la linea celular RF/6A (Figura
11) [15].
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Figura 11. Técnica RNA-FISH en distintos tipos celulares retinianos (donde se observé mayor expresion en
RF/6A) para localizar la expresion de MIAT tifiiendo nucleos y tubulina como marcadores [15].
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Los resultados demostraron que MIAT estaba sobreexpresado significativamente en las capas de
la retina donde normalmente se expresa, en retinas de ratas diabéticas (modelo STZ), en células
endoteliales humanas cultivadas bajo condiciones de hiperglucemia (30 mM de glucosa) y en
membranas fibrovasculares obtenidas de pacientes con RDP, en comparacion con los respectivos
controles sanos [15].

Se utilizaron técnicas de RT-gPCR para cuantificar el ARN de MIAT en células y tejidos. En el
modelo STZ, se observo un patron de crecimiento progresivo de MIAT a lo largo del tiempo, con
mediciones realizadas en diferentes puntos de exposicion (0, 2, 4 y 6 meses) (Figura 12C).

Ademas, se midié también la expresion de MIAT, VEGF y del factor de crecimiento de plagquetas
(PDGF) en retinas de ratones db/db (modelo diabético congénito) frente a animales controles. En
este caso, también se observé una sobreexpresion de MIAT y VEGF en las retinas de los ratones
db/db (Figura 12D). Por ultimo, en las muestras clinicas de pacientes, se detectaron niveles
elevados de MIAT en las membranas fibrovasculares de los pacientes con RDP, en comparacion
con los controles sanos (Figura 12E) [15].
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Figura 12. RT-gPCR sobre la expresién de MIAT en ratas diabéticas en distintos meses (C).
RT-gPCR de la expresién de MIAT y VEGF en la retina de ratones db/db (D). RT-q PCR de
la expresion de MIAT en membranas fibrovasculares de pacientes con diabetes frente a
membranas control (E) [15].

Para confirmar la interaccion entre MIAT y miR-150-5p se realizaron predicciones
bioinformaticas del sitio de unién entre ambos. A continuacion, se llevaron a cabo ensayos de
doble luciferasa en los que el fragmento del gen MIAT fue clonado y transfectado en células
RF/6A. Se emplearon 4 microARN miméticos que podian tener posible interaccién con MIAT,
pero sélo se observd la reduccion significativa de la sefial de luciferasa en uno de éstos, en
concreto miR-150-5p, corroborando asi la unién directa de ambos (Figura 13) [15]
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Figura 13. Ensayo de doble luciferasa en células RF/6A utilizando 4 microRNA miméticos

observando la reduccion de la luciferasa en miR-150-5p [15]
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Ademas, se emplearon ensayos de doble luciferasa para validar la interaccion entre miR-150-5p
y VEGF, confirmando que este microARN acttia como un represor directo de VEGF. No obstante,
cuando MIAT se encontraba sobreexpresado, se observé que era capaz de interferir parcialmente
con esta represion, reduciendo asi el efecto inhibidor de miR-150-5p sobre VEGF [15].

Con estos resultados, se establecié que MIAT regula negativamente a miR-150-5p, disminuyendo
su disponibilidad funcional. Para explorar mas a fondo esta relacion, se transfectaron células
RF/6A con distintas combinaciones y concentraciones de MIAT y miR-150-5p, y se analiz6 la
expresion de VEGF mediante RT-gPCR. Se observé que, cuando ambos (MIAT y miR-150-5p)
estaban presentes, los niveles de VEGF aumentaban, aunque no al maximo. Sin embargo, en
condiciones donde MIAT no estaba presente, miR-150-5p si se expresaba plenamente y conseguia
inhibir completamente la expresion de VEGF (Figura 14) [15].
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Figura 14. RT-gPCR para medir la expresion de VEGF en células
RF/6A probando diferentes combinaciones de
MIAT y miR-150-5p [15]

Finalmente, se realizaron ensayos funcionales en células RF/6A para evaluar viabilidad celular,
capacidad de migracién y formacion de tubos con el objetivo de analizar como influia la
regulacion del eje MIAT/miR-150-5p sobre VEGF. Para ello, emplearon ARN miméticos y
inhibidores de miR-150-5p y silenciadores de MIAT. Los resultados confirmaron que la
sobreexpresion de miR-150-5p tenia un efecto protector ya que contribuia a inhibir la via VEGF
(Figura 15) [16].
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Figura 15. Ensayo MTT de viabilidad celular en células
RF/6A empleando controles, ARN silenciadores y
miméticos de
mi-150-5p y mutantes de MIAT [15].
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En conjunto, se demostro que el INcARN MIAT se encontraba significativamente sobreexpresado
tanto en retinas diabéticas como en células endoteliales tratadas expuestas a condiciones
hiperglucémicas.

Ademas se observé que su inhibicidn genética de MIAT atenuaba el deterioro microvascular
retiniano inducido por la diabetes mellitus. Por tanto, la reduccion de la expresion de MIAT podria
aportar beneficios terapéuticos frente a las complicaciones microvasculares asociadas a esta
enfermedad [15].

En conclusion, MIAT funciona como ceARN, actuando como esponja molecular (proceso por el cual
MIATse une fisicamente a los microARN impidiendo que éstos puedan unirse a los ARN mensajero diana,
conocido como mecanismo de esponjamiento) al unirse a miR-150-5p, favoreciendo la expresién de
VEGEF. Este eje regulador resulta clave en la disfuncion endotelial bajo estrés, y posiciona a MIAT
como una posible diana terapéutica en enfermedades neovasculares como la RDP.

4.2 El IncRNA MEG3 como supresor molecular y
marcador genético en la RDP

4.2.1 Asociacion del polimorfismo rs7158663 del gen MEG3
con menor riesgo de RDP

El papel de los polimorfismos en genes no codificantes como MEG3 (Maternally Expressed Gene
3) ha cobrado especial interés como ARN protector en las enfermedades microvasculares cronicas,
como la RDP. En este contexto, el estudio realizado por Brondani et al. (2024) investigo la
relacién entre el polimorfismo rs7158663 A/G del gen MEG3 y la susceptibilidad a desarrollar
RD, con especial énfasis en la forma proliferativa, en una cohorte brasilefia de pacientes con
diabetes tipo 2 [16].

Se realizd un estudio control-multicéntrico en el que se incluyeron 1009 pacientes con diabetes
tipo 2, 628 con diagndstico confirmado en RD en los cuales 345 con RDNP y 283 con RDP y 381
pacientes con signos de RD tras mas de 10 afios de evolucion diabética (controles) [16].

A continuacidn, el genotipo del polimorfismo rs7158663 A/G del gen MEG3 fue determinado a
partir de ADN gendmico extraido de leucocitos de sangre periférica, empleando la técnica de PCR
en tiempo real con sondas TagMan. Posteriormente, los genotipos fueron analizados bajo distintos
modelos de herencia (dominante y recesivo) y se aplicaron analisis estadisticos multivariantes
ajustados por variables clinicas relevantes, tales como edad, sexo, indice de masa corporal (IMC),
hipertension arterial y nefropatia diabética, con el fin de controlar posibles factores de confusion
y obtener asociaciones mas precisas.

En el analisis de asociacién entre el polimorfismo rs7158663 del gen MEG3 y la presencia de
retinopatia diabética (RD), se observo que la frecuencia del alelo G fue significativamente menor
en pacientes con RD (41,8%) en comparacion con los controles sin retinopatia (47,2%) (p =
0,017). De forma similar, el genotipo G/G se encontré con menor frecuencia en el grupo con RD
(17,5%) frente al grupo control (23,6%) (p = 0,044). Tras ajustar por variables clinicas y
demogréficas, el genotipo G/G se asocié a una menor probabilidad de desarrollar RD, con una
odds ratio (OR) ajustada de 0,660 (IC 95%: 0,437-0,998; p = 0,049) (Figura 16) [16].
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Table 2. Genotype and allele distributions of MEGS3 rs7158663 A/G single-nucleotide polymorphisms in patients with type 2 diabetes mellitus
categorized according to the presence (case group) or absence (control group) of diabetic retinopathy

rs7158663 c"("'n':':g:';“" c?:: et P Adjusted OR (95% CI) /t P
Genotype
A/A 111(29.2) 214(34.1) = ooam 1
A/G 180 (47 2) 304(48.4) 0.776 (0.553-1.088)/0.142
G/G = 90 (236) = 1100175 0.660 (0.437-0.998)/0.049
A 0528 0582 - 0017
G b 0472 ~h 0418
Dominant model
A/A 111 (29.1) 214(34.1) 0119 1
A/G+G/G 270(70.9) 414(659) 0.739 (0.538-1.015)/0.062
Recessive model
A/A+A/G 291 (76.4) 518(82.5) 0.023 1
6/G 90 (23.6) 110(17.5) 0.770 (0.538-1.101)/0.152
Additive model

111(55.2) 214 (66.0) 0017 1

90 (44.8) 110(34.0) 0.657 (0.434-0.996)/0.048

or proportion. *P values were calculated u smg the chi-sguare test. tP values and odds ratios (35% confidence intervals)
. body mass index, and The control group compris ents with type 2 diabetes mellitus for
inopathy. Abbreviations: 95% C, 95% umanc nterval; DR, diabetic rev : T2DM, type 2 diabetes mellitus.

re calculated using logistic

s and without diabetic

Flgura 16. Distribucion de las frecuencias alellcas del pollmorflsmo rs7158663 MEG3 entre el
grupo control y los pacientes con retinopatia diabética [16].

Por otro lado, cuando se analizé especificamente la asociacion con RDP, el efecto protector del
genotipo G/G fue aun mas significativo. Su frecuencia fue del 14,8% en pacientes con RDP, frente
al 23,6% en controles (p = 0,008). En el analisis multivariable, el modelo dominante mostré una
OR de 0,641 (p = 0,036), el modelo aditivo una OR de 0,540 (IC 95%: 0,308-0,947; p = 0,031),
y la comparacién directa entre genotipos G/G vs. A/A arroj6 una OR de 0,551 (IC 95%: 0,314—
0,966; p = 0,038). En cambio, el modelo recesivo no alcanz6 significacion estadistica (OR =
0,696) (Figura 17) [16].

Table 3. Genotype and allele distributions of MEG3 rs7158663 A/G single-nucleotide polymorphisms in patients with type 2 diabetes mellitus
categorized according to the presence of proliferative diabetic retinopathy versus absence of diabetic retinopathy (controls)

Controls Patients with PDR

rs7158663 (n = 381) (n = 283) P Adjusted OR (95% CI) /T P

Genotype

A/A 111 {29.2) 105{37.1) 0.008 1

A/G 180 (47.2) 136 {48.1) 0.681 (0.438-1.058)/0.087

G/G 90 (23.8) 4z2(148) 0.551 (0.314-0.966)/0.038

A 0528 0611 0.002

G 0472 0389

Dominant model

AsA 111 {299) 105{37.1) 0.037 1

A/G+G/G 270(70.9) 178 (62.9) 0.641 (0.423-0.972)/0.036

Recessive model

A/A+ASG 291 (76.4) 241(85.2) 0.007 1

G/G 90(23.86) 42(148) 0.696 (0.425-1.140)/0.150

Additive model

A/A 111(55.2) 105(71.4) 0.002 1

G/G 90 (44.8) 42(28.6) 0.540 (0.308-0.947)/0.031
Data are shown a quen >:= roportion. *P values were calculated using the chi-square te: values and tios (95% confidence intervals) were caiculated using logistic
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Figura 17. Distribucién de las frecuencias alélicas del polimorfismo rs7158663 MEG3 entre el
grupo control y los pacientes con retinopatia diabética proliferativa [16].

Concluyendo, los resultados del estudio demuestran una asociacion estadisticamente significativa
entre el genotipo G/G del polimorfismo rs7158663 del gen MEG3 y una menor prevalencia de
RDP en pacientes con diabetes tipo 2 ya que fue notablemente menos frecuente este genotipo en
los pacientes con RDP respecto a los controles. El estudio propone que el polimorfismo rs7158663
podria influir en la estructura secundaria del ARN no codificante MEG3, afectando su interaccion
con microARNSs Y, por consiguiente, su capacidad para regular genes implicados en vias clave
como angiogenesis, inflamacion cronica o apoptosis en células endoteliales [16].
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Por tanto, este trabajo presenta una posible diana genética para afrontar la RDP, y sugiere que la
activacion exogena de MEG3 mediante estrategias basadas en ARN podria convertirse en una
herramienta terapéutica efectiva frente a la progresion vascular de la enfermedad. En el siguiente
apartado, se analizara, particularmente, el potencial efecto protector de MEG3 en muestras de
pacientes con retinopatia diabética.

4.2.2 Regulacion funcional de VEGF y TGF-1 por MEG3 en condiciones
hiperglucémicas

Ademas de los hallazgos genéticos obtenidos en poblaciones humanas, diversos estudios han
demostrado que la INCARN MEGS3 ejerce funciones bioldgicas directas sobre vias moleculares
relevantes en la fisiopatologia de la retinopatia diabética. El estudio experimental de Zhang et al.
(2018) aporta evidencia clara sobre el papel regulador de MEG3 en células del RPE (ARPE-19),
enfocandose particularmente en la modulacion de los factores VEGF y TGF-B1 bajo condiciones
de hiperglucemia [17].

En este estudio se incluyeron un total de 91 participantes distribuidos en tres grupos: 33 pacientes
con RD (15 hombres, 18 mujeres; edad media: 56 + 11,3 afios), 28 pacientes diabéticos sin signos
de retinopatia (12 hombres, 16 mujeres; edad media: 53 + 14,1 afios) y 30 sujetos sanos como
grupo control (11 hombres, 19 mujeres; edad media: 54 + 13,7 afios). Para la preparacion de
muestras, se extrajeron 20 mL de sangre en ayunas. Los niveles séricos de VEGF y TGF-B1 se
midieron mediante ELISA. A nivel celular, se emplearon células ARPE-19 humanas del RPE,
cultivadas segln las recomendaciones del ATCC. Utilizando, por un lado, la linea ARPE-19 con
la expresién normal de MEG3 'y, por otro lado, la misma linea con sobreexpresion de MEG3. Para
inducir la sobreexpresion del INCRNA, se utiliz6 un vector de expresion pIRSE2-EGFP con cDNA
de MEGS3, transfectado con Lipofectamina 2000.Se evalué mediante RT-gPCR la expresion de los
genes MEG3, VEGF, TGF-41, y mediante Western blot la deteccion de proteinas VEGF, TGF-B1
y GAPDH en ambas condiciones [17].

Por un lado, se expusieron las células ARPE-19 a diferentes concentraciones de glucosa (5 mM,
15 mM y 30 mM) durante 48 horas, observandose que la condicion de hiperglucemia (30 mM)
provocd un aumento significativo en la expresién de VEGF, con niveles mas de cinco veces
superiores respecto al grupo control (5 mM). De forma paralela, TGF-B1 mostré un incremento
de més de 7 veces a nivel de ARN mensajero y mas de 4 veces a nivel proteico (Figura 18A-C).
Ademas, se constatd que este tratamiento hiperglucémico produjo una disminucién marcada en la
expresion de MEG3, y que dicha reduccion fue dependiente de la dosis de glucosa aplicada y del
tiempo de exposicion.
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Figura 18. RT-qPCR para medir la expresion de VEGF(A), TGF-81(B) y MEG3(C) en células ARPE-
durante 0, 24 y 48 horas, respectivamente [17].
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Por otro lado, cuando se forzé la sobreexpresion de MEG3 en las células ARPE-19 mediante
transfeccion con el vector pIRSE2-EGFP, se volvio a analizar la expresion de VEGF y TGF-B1.
Los resultados mostraron que el aumento de VEGF inducido por la hiperglucemia se redujo
significativamente, tanto a nivel de ARN mensajero como a nivel de proteina (Figuras 19 y 20),
indicando un efecto regulador directo de MEG3 sobre este factor angiogénico [17].
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Figura 19. gqRT-PCR para medir la expresion de ARNm de VEGF en células ARPE-
19 con MEG3 sobreexpresado, siendo C, control, G, 30mM glucosa, NC, control
negativo, O, “overexpression”(MEG3 sobreexpresado). [17]
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Figura 20. Western blot para medir la expresion de proteina de VEGF en células
ARPE-19 con MEG3 sobreexpresado, siendo C, control, G, 30mM glucosa, NC,
control negativo, O, “overexpression’ (MEG3 sobreexpresado). [17]
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Un patron similar se observé con TGF-B1, cuya expresion también disminuy6 de forma notable
en las células ARPE-19 sobreexpresando MEG3. Tanto los analisis de RT-gPCR como los
resultados de Western blot confirmaron esta reduccion, reforzando la idea de que MEG3 puede
actuar como un modulador negativo de rutas implicadas en inflamacidn y angiogénesis [17].

En conclusion, el estudio demuestra que el IncARN MEG3 se encontrd significativamente
reducido en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, y que esta disminucién se acent(ia en presencia
de RD. Este descenso se asocia a altos niveles de expresion de VEGF y TGF-B1 en condiciones
de glucosa alta. Sin embargo, la restauracion de MEG3 aten(a este efecto, sugiriendo que MEG3
acta como un regulador negativo de factores angiogénicos e inflamatorios. Por tanto, su
modulacién puede ofrecer un enfoque terapéutico potencial en la prevencién o tratamiento de las
complicaciones microvasculares de la diabetes, como la RDP.

4.3 ElIncRNA MALAT1 y sus vias como diana terapéutica en la
retinopatia diabética proliferativa

4.3.1 MALAT1 como actor clave en la progresion de la retinopatia
diabética proliferativa
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El INcRNA MALAT1 (metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1) ha emergido
como un actor clave en la fisiopatologia de diversas enfermedades oculares, especialmente en la
RDP. Este ncARN, altamente conservado y expresado en multiples tejidos, desempefia funciones
relevantes en procesos celulares como la regulacion de la transcripcion, la angiogénesis y la
inflamacion mediante su papel en redes de ceRNA [18].

En el contexto de la RDP, la sobreexpresion de MALAT1 se ha relacionado directamente con la
progresion de la enfermedad. En condiciones de hiperglucemia, MALAT1 se encuentra
significativamente aumentado en RPE, células endoteliales microvasculares de retina (RMECs)
y microglia retiniana. Por lo que, esta sobreexpresion ayuda a contribuir al dafio retiniano
mediante la induccién de factores inflamatorios como TNF-a, MCP-1 e ICAM-1, y
proangiogénicos como VEGF [18].

Estudios han demostrado que la inhibicion de MALAT1 mediante siRNA revierte los efectos
causados por la hiperglucemia reduciendo el dafio oxidativo en las células retinianas. En
consecuencia, MALAT1 acttia como esponja molecular de diversos microARNs como miR-124-

3p, miR-126-5p, miR-200b-3p y miR-320a, miR-203a-3p, miR-125b y miR-205-5p afectando la
expresion de genes clave como VEGF-A, SIRT1y HIF-1 [18].

Por tanto, se realiz6 una revision critica de los microARNs regulados por el IncRNA MALAT1
en el contexto de la RDP con el objetivo de identificar cuales poseian mayor respaldo
experimental y funcional en esta fase avanzada de la enfermedad.

En el estudio de Yang y Huang (2025), se identificaron varios miARNs potencialmente
implicados en procesos patologicos clave de la RDP, tales como angiogénesis, inflamacién,
transicion epitelio-mesenquimal y proliferacion endotelial. No obstante, se seleccionaron tres
miARNSs como los mas relevantes y con mayor grado de evidencia en RDP:

miR-200b-3p, por su participacion directa en la regulacion de VEGF-A a través del eje YAP—
MALAT1-miR-200b-3p, mecanismo estrechamente relacionado con la neovascularizacién
patoldgica caracteristica de la RDP [19].

miR-126-5p, por su implicacion en la induccion de EMT en células endoteliales retinianas,
directamente mediada por MALAT1 actuando como ceARN, durante la fase proliferativa de la
enfermedad [18].

miR-203a-3p, debido a su participacion en la proliferacion, migracién y formacién de tabulos
capilares en células endoteliales microvasculares de retina humana (HRMECSs) bajo condiciones
hiperglucémicas, simulando el entorno fisiopatoldgico de la RDP [18].

Estos tres miARNS no solo presentan interaccion funcional con MALATL, sino que también han
sido validados en modelos experimentales directamente relacionados con la RDP, como cultivos
de HRMECs y modelos animales de retinopatia inducida [18].

Sin embargo, otros miARNSs analizados como miR-124-3p, miR-125b, miR-320a y miR-205- 5p
mostraron también una relacion funcional con MALATL, especialmente en procesos
inflamatorios o angiogeénicos generales. Sin embargo, la evidencia directa que los vincule
especificamente con la fase proliferativa de la retinopatia diabética es limitada o secundaria. Por
tanto, se les considera relevantes de forma complementaria, pero no centrales en esta revision.
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En consecuencia, esta seleccion permite enfocar el analisis molecular en los miARNs con mayor
potencial como dianas terapéuticas especificas para la RDP.

4.3.2 Regulacion de VEGFA por el eje MALAT1/miR-200b-3p en la
angiogenesis proliferativa retiniana

El IncRNA MALAT1 ha sido implicado en la regulacion de la expresion de miR-200b-3p, un
microARN que actla en la via de inhibicién de VEGF, factor crucial para la angiogénesis. En
este contexto, el estudio de Han, Tian, Yu y Yu (2019) se centra en la proteina YAP1 (Yes-
associated protein 1) como regulador que modula la funcion de las células endoteliales
implicada principalmente en la angiogénesis. Por tanto, este estudio propuso que YAP1 puede
jugar un papel clave en la RD a través de su regulacion sobre MALAT1.

Ademas, MALAT1 puede actuar como una molécula esponja de miR-200b-3p atrapando y
reduciendo su disponibilidad. En condiciones normales, miR-200b-3p inhibe la expresion de
VEGFA, potente factor proangiogénico. Sin embargo, en un contexto diabético, miR-200b-3p se
encuentra disminuido, lo que favorece la activacion de VEGF y la proliferacion de vasos
sanguineos anémalos en la retina.

Con base en estos antecedentes, los autores plantearon la hipétesis de que el eje molecular
YAP1/MALAT1/miR-200b-3p/VEGFA podria ser un mecanismo clave en el desarrollo de la
angiogénesis retiniana en la RD [19].

Respecto al disefio experimental, se emple6 un enfoque combinado in vivo e in vitro, empleando
como modelos murinos y cultivos celulares de RMECs. Como modelo in vivo, se emplearon 46
ratones C57BL/6J machos, 10 usados como grupo control y 36 tratados con estreptozotocina (45
mg/kg) y dieta alta en grasas para inducir diabetes. Finalmente, 24 de estos se dividieron para ser
tratados con vectores plasmidicos de lentivirus, donde 12 se les transfectd con el gen inhibidor de
YAP1 (sh-YAP1) y 12 fueron usados como control negativo [19]. Por otro lado, en el modelo in
vitro, las RMECs fueron cultivadas y expuestas a 30 mM de glucosa para simular las condiciones
hiperglucémicas. Posteriormente se realizaron transfecciones con plasmidos portadores de sh-
MALATL1, miR-200b-3p mimic, inhibidor de miR- 200b-3p, el plasmido para sobreexpresar
YAPL1 y sus respectivos controles negativos [19].

En primer lugar, mediante RT-gPCR e inmunohistoguimica, se observé una elevacion
significativa de la expresion de YAPL en tejido retiniano de ratones con diabetes inducida por
estreptozotocina en comparacién con los controles sanos. Esto fue confirmado a nivel
transcriptomico y proteico (Figura 21 A-C) [19].
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Figura 21. gRT-PCR para detectar expresion de YAP1 (A). Western blot para detectar expresion
de YAP1(B). Imagen transversal comparativa de retina diabética y normal. [19]

Ademas, en cultivos de RMECs expuestas a alta glucosa (30 mM), la inhibicién de YAP1 (Figura
22A) mediante el pasmido sh-YAP1 produjo una disminucion significativa en la actividad
angiogeénica.

En concreto, se observd una disminucion de la proliferacion celular (medida mediante el ensayo EdU)
(Figura 22B),reduccion de la migracién celular (mediante ensayo Transwell) (Figura 22C) y una
inhibicién notable en la formacién de tubos capilares (ensayo matrigel) (Figura 22D) frente a los
grupos controles .Estos resultados evidencian que la inhibicion de YAP1 afecta negativamente
la capacidad proliferativa y angiogénica de las células [19].
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Figura 22. Expresion del ARN de YAP1 a efectos de sh-YAP1 mediante RT-gPCR(A).Ensayo de
proliferacion celular (medida por EdU) (B). Ensayo de migracion (mediante ensayo Transwell) (C). Ensayo
de la formacion de tubos capilares (ensayo matrigel) (D) frente a los grupos controles. [19]

Se logr6 identificar una correlacion positiva significativa entre YAP1 y MALATL1 en los modelos
animales. En concreto , la sobreexpresién de YAP1 incremento la expresion de MALAT1 medido
mediante RT-gPCR. Con estos datos se aplicé un andlisis de correlacion lineal de Pearson donde se
obtuvo un coeficiente de correlacion r = 0.512, con un valor de significancia p = 0.044, lo que
indica una correlacion positiva moderada y estadisticamente significativa entre la expresion de
YAP1y MALAT1 (Figura 23B y C) [19].
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Figura 23. Niveles de expresion de YAP1 y MALAT1 y sus correlaciones (B).
Expresiones de MALAT1y YAP1 en grupos controles y grupos con sh- MALAT y YAP1 (C). [19]
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Asimismo, el anélisis de RT-gPCR reveld que miR-200b-3p estaba significativamente reducido
en retinas de ratones con RD (Figura 24B). Ademas se evidencié una correlacion inversa entre
MALAT1 y miR-200b-3p (r = -0.698, p < 0.001; Figura 24C) lo que sugiere que MALAT1 actla
como ceARN de este microARN. Esta interaccion fue validada mediante ensayos de doble
luciferasa, que confirmaron la union directa de miR-200b-3p a MALAT1 (Figura 24D), y
mediante ensayos de RNA pull-down con sondas biotiniladas, que reforzaron dicha unién
especifica (Figura 24E) [19].
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Figura 24. Expresion reducida de miR-200b-3p en tejido retiniano de ratones con RD (RT-gPCR) (B).
Correlacion negativa entre MALAT1 y miR-200b-3p (C). Ensayo de luciferasa dual confirmando unién
MALAT1-miR-200b-3p (D). Ensayo RNA pull-down validando la interaccion fisica (E) [19]

Se confirm6 que VEGFA era un blanco directo de miR-200b-3p mediante un ensayo de luciferasa
dual. Este ensayo utilizé6 mutantes de VEGFA en HRMECs en la region 3°’UTR, que es el sitio de
posible unién para miR-200b-3p (Figura 25). Este disefio permitid verificar la interaccion directa
entre ambas moléculas.

En paralelo, se observo que miR-200b-3p se encontraba reducido en los modelos de RD. Ademas,
tanto la sobreexpresion de miR-200b-3p como la inhibicién de MALAT 1 disminuyeron significativamente
la expresion de VEGFA, tanto a nivel de ARNm como de proteina [19].
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Figura 25. Ensayo de luciferasa dual que demuestra que miR-200b-3p se une directamente a la region
3'UTR de VEGFA, reduciendo su expresion [19]

De la misma manera, se estudiaron las posibles correlaciones entre VEGFA, miR-200b-3p y
MALAT1 comparando sus niveles de expresidn. Se encontr6 una correlacién negativa entre miR-
200b-3p y VEGFA (r = -0.506, p = 0.001;Figura 26D), y una correlacion positiva entre MALAT1
y VEGFA (r = 0.474, p = 0.002; Figura 26E) lo que respalda ain mas el papel de MALAT1 como
regulador positivo de VEGFA al secuestrar a miR-200b-3p [19].
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Figura 26. Correlacion negativa entre miR-200b-3p y VEGFA en retinas de ratones con retinopatia
diabética (D). Correlacion positiva entre MALAT1 y VEGFA, indicando que niveles altos de MALAT1
favorecen la expresion de VEGFA (E) [19]

Finalmente, se evalud el efecto de la inhibicion de YAP1 (sh-YAP1) directamente en los ojos de
los ratones inducidos con RD mediante inyecciones intravitreas. En ratones con RD no tratados
se observa que los nucleos de células endoteliales rompian la membrana limitante interna. Esto se
asocié con una arquitectura retiniana desorganizada y claros signos de neovascularizacién. En
contraste, los ratones tratados con sh-YAP1 conservaron la estructura retiniana, mostrando un
menor numero de nucleos endoteliales atravesando la membrana, confirmando asi que la
inhibicién de YAP 1 frenaba la angiogénesis patoldgica (Figura 27) [19].
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Figura 27. Andlisis histolégico que mostrd que la inhibicién de YAP1 disminuye la invasion
de nlcleos endoteliales a través de la membrana limitante interna en la
retina.[19]

Los andlisis mediante RT-qPCR y Western blot confirmaron la modulacion del eje molecular
YAP1/MALAT1/miR-200b-3p/VEGFA tras el tratamiento con el ARN silenciador de YAP1 (sh-
YAP1) en retinas de ratones con RD. Se observé una disminucion en la expresién de YAP1,
MALAT1 y VEGFA, asi como un aumento significativo en los niveles de miR-200b-3p (| YAPI,
IMALAT1, |VEGFA, tmiR-200b-3p)

Estos resultados indican que la inhibicion de YAP1 reduce la transcripcién de MALATL, lo que
a su vez libera a miR-200b-3p de su secuestro funcional (esponjamiento) por parte de MALATL.

Este microARN, una vez disponible, inhibe la expresion de VEGFA, atenuando asi la
angiogénesis patoldgica. Por tanto, el estudio propone que YAP1 actia como regulador positivo
de MALAT1, y que este, al bloguear a miR-200b-3p, facilita la sobreexpresion de VEGFA (Fig.
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28B-D) [19].

Figura 28. RT-gPCR mostrando disminucién de YAP1, MALAT1 y VEGFA, y aumento de

miR-200b-3p en retinas tratadas con sh-YAPL1 (b). Western blot que confirma la reduccién

de YAP1y VEGFAtras inhibicion de YAP1(c). Comparacion estadistica que valida que la

modulacién del eje YAP1-MALAT1-miR-200b-3p reduce la neovascularizacion patologica
(d) [19].

Finalmente, la interrupcién de esta via molecular, ya sea por medio del silenciamiento de YAP1
o la restauracion de los niveles miR-200b-3p, representd una efecto terapéutico significativo
suprimiendo la angiogénesis asociada a la retinopatia diabética proliferativa (Figura 29)
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Figura 29. Diagrama esquematico del mecanismo propuesto, donde YAP1 induce
MALAT1, que actia como ceRNA de miR-200b-3p, desinhibiendo la expresion de
VEGFA y promoviendo la angiogénesis retiniana [19].

4.3.3 Eleje MALAT1/miR-203a-3p/HIF-1a como modulador de la
respuesta angiogénica e hipéxica en RDP

Uno de los microARNs recientemente implicados en la funcion de MALAT1 como esponja
molecular es miR-203a-3p. Su participacion en la angiogénesis patoldgica de la RD fue
investigada por Li Yu et al. (2019).

Para ello, se llevé a cabo un andlisis in vivo similar que con miR-200b-3p, utilizando 30 ratones
C57BL/6J con retinopatia inducida por oxigeno (OIR) como modelo de RD, distribuidos en grupo
control y OIR. Complementariamente, el modelo in vitro emple6 HRMECs expuestas a altas
concentraciones de glucosa (30 mM de glucosa) [20].

Ademas, se realizaron transfecciones con sSiRNA-MALAT1, mimic y antagomir de miR-203a-3p,
evaluando la expresion de MALATL, miR-203a-3p, VEGFA y HIF-1a mediante RT-gPCR vy
Western blot. Para evaluar la funcionalidad celular, se llevaron a cabo ensayos de proliferacion
(MTT), migracién (wound-healing) y formacion de tubos en Matrigel (angiogénesis), asi como
un ensayo de luciferasa dual para confirmar la interaccion directa entre MALAT1 y miR-203a-
3p [20].

Los hallazgos iniciales revelaron que, tanto en las retinas de los ratones OIR como en las células
HRMECs, MALATL1, VEGFA y HIF-1a se encontraban significativamente sobreexpresados.
Mientras que miR-203a-3p estaba reducido [20]. Tras esta corroboracidn, se procedié a analizar
cémo estas modulaciones afectan el proceso de la angiogénesis patoldgica.
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Por un lado, se corroboré en células HRMECs que MALAT1 regulaba directamente a miR-203a-
3p mediante el mecanismo de esponjamiento molecular anteriormente mencionado.
Especificamente, la expresion de miR-203a-3p aumentd significativamente tras el silenciamiento
de MALAT1 (Figura 30A), lo que sugirié una relacion reguladora inversa entre ambos.

Se identificaron dos sitios potenciales de unién para miR-203a-3p en la secuencia de MALAT1
(Figuras 30B y 30D), donde a través del ensayo de luciferasa dual se mostré que miR-203a-3p
reduce significativamente la actividad de luciferasa cuando se co-transfectaba con constructos
MALATZL1-WT, pero no con sus versiones mutadas en HRMECs(Figuras 30C). Este resultado
confirmé de forma concluyente que MALAT1 actla como una esponja directa de miR-203a-3p
[20].
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Figura 30. La expresion de miR-203a-3p aumentaba significativamente cuando se silencia MALAT1 en
HRMECs tratadas con alta glucosa, lo que sugirié una regulacion inversa entre ambos (A).Representacion
esquematica del sitio de unién predicho entre MALAT1 y miR-203a-3p, con mutaciones introducidas para
verificar la especificidad de la interaccién (B). Ensayo de luciferasa dual que demostré que miR-203a-3p se
une directamente a MALAT1-WT, reduciendo la actividad de luciferasa, mientras que no tenia efecto sobre
la version mutada (MALAT1-MUT) (C). Confirmacion del segundo sitio de union funcional entre MALAT1 y
miR-203a-3p mediante luciferasa, usando un segundo par de constructos WT y MUT (D). [20]

Finalmente, se observo que la sobreexpresion de miR-203a-3p a través del empleo de plasmidos
que portaban si-MALAT1 en HRMECs, redujo significativamente la migracion celular, la
formacion de tubos y la expresion de VEGFA y HIF- 1a respectivamente.

El ensayo de migracién celular (wound healing) mostré que miR-203a-3p inhibia la migracion
bajo condiciones hiperglucémicas (Figura 31A). Asimismo, el ensayo de formacién de tubos en
Matrigel revel6 que miR-203a-3p reducia la capacidad angiogénica de las células en glucosa alta
(Figura 31B). Ademas, tanto la RT-gPCR como el Western blot confirmaron que miR-203a-3p
disminuia la expresion de VEGFA y HIF-1a a nivel transcriptémico y proteico (Figuras 31C y
31D) [20].
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Figura 31. El ensayo de migracion celular (wound healing) mostré que la sobreexpresioén de miR-
203a-3p inhibia la migracion de HRMECs bajo condiciones hiperglucémicas (A). El ensayo de
formacion de tubos en Matrigel revela que miR-203a-3p reducia la capacidad angiogénica de las
células endoteliales en glucosa alta (B). RT-gPCR indica que miR-203a-3p disminuia la expresion
de VEGFA y HIF-1a a nivel transcriptémico (C). Western blot que confirm6 la reduccion de
VEGFA y HIF-1a a nivel proteico tras la sobreexpresion de miR-203a-3p en HRMECs (D) [20].

En conjunto, estos hallazgos consolidaron el eje MALAT1/miR-203a-3p/VEGFA-HIF-1a como
un mecanismo clave en la angiogénesis proliferativa retiniana, y reforzaron la consideracion de
MALATL, a traves de su inhibicion, como una diana terapéutica potencial para el tratamiento de
fases avanzadas de la retinopatia diabética.
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4.3.4 Interaccion entre MALAT1 y miR-126-5p: implicaciones en la
migracion, proliferacion y neovascularizacion retiniana

Recientemente, se ha descrito que miR-126-5p, un microARN con funciones vasoprotectoras,
esta implicado en la regulacién negativa de factores angiogénicos como VEGFA, MMP-2 y
MMP-9.

El estudio de Zhao et al. (2023) exploré la hipétesis de que MALAT1 promueve la progresion
de la RDP al actuar como una esponja de miR-126-5p, lo que desinhibe la angiogénesis y la
migracion de células endoteliales retinianas bajo condiciones hiperglucémicas.

Para ello, se establecié un modelo in vitro similar a los anteriores descritos, utilizando células
endoteliales retinianas de rata (RECs) expuestas a 30 mM de glucosa. Los grupos de estudio
incluyeron un control, con glucosa alta sin intervencion, un grupo tratado con inhibidor de
MALAT1 (sh-MALAT1), un grupo con miR-126-5p mimic, y un grupo con inhibidor para miR-
126-5p.

Se emplearon técnicas de RT-gPCR y Western blot para analizar la expresion de genes y proteinas
relacionadas con angiogénesis (MALAT1, miR-126-5p, VEGF, MMP-2 y MMP-9). Las
funciones celulares se evaluaron mediante ensayos de formacién de tubos, migracion (scratch)
y proliferacién (CCK-8). La interaccién directa entre MALAT1 y miR-126-5p se confirmo
mediante ensayos de luciferasa dual y RNA inmunoprecipitaciéon (RIP) de la misma manera que
en los apartados anteriores.

Los resultados iniciales corroboraron que, en condiciones de hiperglucemia, VEGF, MMP-2,
MMP-9 y MALAT estaban sobreexpresados en las RECs. Ademas, la inhibicién de MALAT1
revirtio el fenotipo proliferativo observado en estas células.

Posteriormente, se validd la interaccion de MALAT1 y miR-126-5p. El silenciamiento de
MALATL incrementd significativamente la expresion de miR-126-5p [21]. Mediante prediccion
bioinformatica, se identificaron sitios de union de miR-126-5p en MALAT1. Se disefié un
ensayo de luciferasa dual para confirmar la interaccién directa entre ambas moléculas,
mostrando una disminucion de actividad en constructos MALAT1-WT (Wildtype)
cotransfectados con miR-126-5p, lo que indicé que miR-126-5p se unia efectivamente a
MALATL. En contraste, no se observé ningln efecto en los constructos mutantes (Figura 32C).

Asimismo, el ensayo de inmunoprecipitacion (RIP) demostrd un enriquecimiento significativo
de miR-126-5p en complejos asociados a MALAT1 (Figura 32D) corroborando estas
interacciones directas [21].
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Figura 32. Representacion esquematica de la secuencia de union predicha entre
MALAT1 y miR-126- 5p, mostrando el emparejamiento especifico en la region seed del
microARN (B). Ensayo de luciferasa dual que mostr6 una reduccion significativa de la
actividad luciferasa al cotransfectar miR- 126-5p con MALAT1-WT, mientras que no hay
efecto sobre MALAT1-MUT, confirmando la union directa especifica (C). Ensayo RIP
(RNA Immunoprecipitation) que demuestra la presencia de miR- 126-5p en complejos
asociados a MALAT1, validando su interaccion en un contexto fisiolégico a través del
reclutamiento a Ago2 (D)[21].

Ademas, se demostro que la sobreexpresion de miR-126-5p empleando si-MALAT1 en células
endoteliales retinianas (RECs) expuestas a condiciones hiperglucémicas, contrarrestaba el efecto
proliferativo, inhibiendo la angiogénesis, la migracion y la proliferacion celular. El ensayo de
formacion de tubos capilares revel6 que la angiogénesis se redujo significativamente (Figura
33B), mientras que el ensayo de migracion (scratch assay) mostré que miR-126-5p inhibi6 la
migracion celular inducida por hiperglucemia (Figura 33C). Asimismo, el ensayo CCK-8 indicd
que la proliferacion celular se redujo al aumentar los niveles de miR-126-5p (Figura 33D). Estos
efectos funcionales se correlacionaron con una disminucion significativa en la expresion de
VEGF, MMP-2 y MMP-9, confirmados mediante Western blot (Figura 33E), lo que sugiere que
miR-126-5p actla como un regulador negativo de estos factores angiogénicos y migratorios [21].
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Figura 33. La sobreexpresion de miR-126-5p redujo la angiogénesis en células endoteliales retinianas
expuestas a glucosa alta, segun el ensayo de formacion de tubos (B). El scratch assay mostré una inhibicion
de la migracion celular inducida por hiperglucemia (C). El ensayo CCK-8 revel6 una disminucion de la
proliferacion celular al aumentar los niveles de miR-126-5p (D). Western blot confirm6 la disminucién de
VEGFA, MMP-2 y MMP-9, sugiriendo que miR-126-5p regula negativamente estos factores angiogénicos y
migratorios (E) [21]
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Por tanto, la sobreexpresion de miR-126-5p o el silenciamiento de MALAT1 atentan
significativamente la proliferacion, migracion y formacion de tubos capilares en células
endoteliales retinianas. Esto sugiere que el eje MALAT1/miR-126-5p desempefia un papel clave
en la angiogénesis patoldgica de la RDP. Estos hallazgos proporcionan evidencia de valor clinico,
sefialando que inhibir MALAT1 o reforzar la expresion de miR-126-5p podria representar una
estrategia terapéutica para estudiar el tratamiento futuro de las fases avanzadas de la retinopatia
diabética.

5. Discusion

La retinopatia diabética proliferativa (RDP) continta siendo, hoy en dia, una de las principales
complicaciones microvasculares derivadas de la diabetes mellitus, y representa un gran desafio
tanto a nivel fisiopatolégico como terapéutico [5]. En los Gltimos afios, se ha avanzado
significativamente en la comprension de los mecanismos moleculares implicados en la progresion
de esta patologia, lo que ha abierto nuevas posibilidades en el desarrollo de tratamientos mas
especificos y dirigidos.

En este trabajo se ha revisado el papel de tres INcARNs (MIAT, MEG3 y MALAT1) que, por
distintos mecanismos, participan de forma activa en los procesos patogénicos que caracterizan la
progresion de la RDP. Sin embargo, a pesar de describir sus mecanismos individuales, es
importante reflexionar sobre como estos resultados encajan dentro del panorama terapéutico
actual, especialmente si son comparados con los tratamientos disponibles hoy en dia.

Actualmente, el tratamiento de eleccion para la RDP sigue estando centrado en el uso de
anticuerpos monoclonales anti-VEGF, como ranibizumab, bevacizumab o aflibercept,
administrados mediante inyecciones intravitreas. Estos farmacos han demostrado eficacia en la
reduccion del edema macular y la regresién parcial de la neovascularizacion, pero presentan
limitaciones claras. Estos requieren administraciones repetidas, su eficacia es variable entre
pacientes y, en algunos casos, la respuesta es incompleta o se desarrolla resistencia al tratamiento.
Ademas, aungue controlan el componente angiogénico, tienen una capacidad limitada para frenar
los procesos inflamatorios, oxidativos y neurodegenerativos que también caracterizan a la RDP

[7].

Es precisamente en este punto donde los INcARNSs analizados en este trabajo adquieren relevancia.
Por un lado, tanto MIAT como MALAT1 participan en el control de la expresion de VEGF, pero
lo hacen en un nivel regulatorio en etapas mas tempranas en la cadena de sefializacion, es decir,
modulando la actividad de microARNs (miR-29b, miR-150-5p, miR-126-5p, entre otros), que
actan sobre multiples dianas. Esto supone un potencial interesante porque permitiria regular
varias rutas patolégicas al mismo tiempo, incluyendo no solo la angiogénesis, sino también la
inflamacion crénica y el dafio neuronal, que actualmente quedan desatendidos con los anti-VEGF
convencionales.

Por otro lado, MEG3, a diferencia de los anteriores, parece ejercer un efecto protector fisioldgico,
reduciendo de manera natural la sobreexpresion de VEGF y TGF-B1. El hallazgo de su asociacion
genética, especialmente con el polimorfismo rs7158663 G/G, aporta un enfoque farmacogenético
interesante, que podria, en un futuro, contribuir a personalizar el tratamiento de los pacientes en
funcion de su perfil genético.

No obstante, aunque los estudios preclinicos revisados aporten datos solidos y consistentes,
todavia existen importantes limitaciones que deben ser reconocidas. En primer lugar, la mayoria
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de los trabajos disponibles se han realizado en modelos animales o in vitro, lo que dificulta que
sean extrapolados directamente a la practica clinica. En segundo lugar, aunque los mecanismos
de esponjamiento descritos son coherentes desde el punto de vista molecular, queda por tener
claro si mantienen la misma relevancia en el tejido humano in vivo. Ademas, los aspectos
relacionados con la administraciéon de terapias basadas en ARN (vehiculos, biodisponibilidad,
estabilidad, toxicidad, efectos off-target) son todavia desafios técnicos no resueltos.

Pese a ello, es indudable que la modulacion de INcARNSs abre un nuevo campo en el abordaje de
la RDP. La posibilidad de desarrollar tratamientos que actien de forma mas especifica,
dirigiéndose no sélo a VEGF sino a todo el microentorno retiniano alterado, resulta un enfoque
atractivo que merece seguir siendo investigado.

Finalmente, no podemos olvidar que este trabajo es una revision bibliogréafica, por lo que esta
condicionado por la cantidad y calidad de los estudios existentes en la literatura al momento de
realizar la bisqueda. La falta actual de ensayos clinicos centrados en IncARNSs en oftalmologia y
concretamente, sobre la RDP, limita todavia su aplicabilidad real, aunque ofrece a la vez un campo
abierto de investigacion futura.

6. Conclusion

En esta revision se han abordado de forma estructurada y critica el papel de los ARN largos no
codificantes en la fisiopatologia de la RDP. A través del analisis de articulos experimentales,
genéticos y de revision, se ha evidenciado que estos INCARNs no son simples marcadores
epigenéticos, sino actores funcionales activos en procesos clave como la angiogénesis, la
inflamacion cronica, la disfuncion endotelial y el estrés oxidativo en retina. Por tanto, los datos
recopilados permiten concluir que:

e MIAT contribuye directamente a la progresion de la RDP a través de la modulacion negativa
de microARNs como miR-29b y miR-150-5p, favoreciendo la sobreexpresion de genes
proangiogénicos como VEGF y factores proinflamatorios como SP1.

e MEGS3, por el contrario, presenta una funcién protectora, ya sea por su capacidad de reducir
VEGF y TGF-B1 en condiciones de hiperglucemia o por su asociacion genética con menor
riesgo de RDP, como se ha observado con el genotipo G/G del polimorfismo rs7158663.

e MALAT1 actla como una diana terapéutica central, al interactuar con multiples microARNs
(miR-126-5p, miR-203a-3p, miR-200b-3p, entre otros) y activar vias que promueven la
angiogénesis, la migracion celular y la inflamacién retiniana. Su inhibicién ha demostrado
beneficios terapéuticos significativos en modelos experimentales.

Estos hallazgos no solo amplian la comprension de los mecanismos moleculares implicados en
la progresion de la RDP, sino que también abren la puerta al desarrollo de estrategias
terapéuticas basadas en ARN, capaces de modular estos INcARNSs de forma especifica pudiendo
desarrollar intervenciones dirigidas. A pesar de los avances, se requiere investigacién adicional,
especialmente en modelos humanos y estudios clinicos, para validar la seguridad, eficacia y
viabilidad de estas intervenciones.

En conjunto, el desarrollo en este trabajo respalda el potencial de los IncARNs como dianas
terapéuticas innovadoras y plantea una base solida para futuras investigaciones orientadas a la
medicina personalizada y molecular en oftalmologia.
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