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Resumen

La aterosclerosis en una enfermedad asintomatica, inflamatoria y crénica, que se
caracteriza por la formacion de placas en las arterias, debido a la acumulacién
excesiva de lipidos en la intima, lo que conduce a la inflamacién, al reclutamiento
de macréfagos, la formacion de células espumosas, y la calcificacion. La
iImportancia de esta enfermedad es que es la antesala de una de las principales
causas de muerte tanto en México como en el mundo, que son sus complicaciones
agudas como el infarto de miocardio y los accidentes cerebrovasculares. Durante la
ultima década se ha destacado la participacion de las vesiculas extracelulares y los
microRNA en el desarrollo de la aterosclerosis. Las vesiculas extracelulares son
estructuras anucleares heterogéneas limitadas por una bicapa de fosfolipidos con
un tamafo que oscila de 20 nm a 2 pum y que son producidas por la secrecion
paracrina de diferentes tipos de células. Las vesiculas extracelulares transportan
una carga compleja de moléculas bioactivas, incluidas proteinas, lipidos y material
genético, que depende del microambiente, de la célula de origen y de su mecanismo
de formacién, por lo que estan involucradas en la comunicacion célula-célula. Entre
las moléculas contenidas en las vesiculas extracelulares se encuentran los
microRNA, RNA pequefios no codificantes que juegan un papel esencial en la
regulacibn de la expresion génica a nivel postranscripcional. La evidencia
emergente sugiere que los niveles elevados de vesiculas extracelulares y microRNA
en los fluidos corporales, como parte de las respuestas celulares a los factores
aterogénicos, estan asociados con el desarrollo de aterosclerosis, participando en
varios procesos, como la inflamacién, la formacion de células espumosas, la
senescencia celular, la apoptosis celular, y la calcificacion, lo que contribuye al inicio
y la progresion de las enfermedades aterotrombadticas. Actualmente existe el interés
de investigar a las vesiculas extracelulares y los microRNA como posibles
biomarcadores de la progresion de las placas ateroscleréticas, o como blancos
terapéuticos. Este Trabajo Monografico de Actualizacion se centra en el papel de
las vesiculas extracelulares y los microRNA en el desarrollo de la aterosclerosis, y
los procesos que participan en esta enfermedad, asi como su posible papel como

biomarcadores o blancos terapéuticos.
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1. Justificacion

Las principales causas de muerte en el mundo durante 2015 fueron las provocadas
por enfermedades ateroscleréticas y sus complicaciones agudas como el infarto al
miocardio y los accidentes cerebrovasculares [1]. En México, de acuerdo al INEGI,
durante el 2020, 92.4% de las defunciones se debieron a enfermedades y
problemas relacionados con la salud, de las cuales la principal causa de muerte,
tanto para hombres como para mujeres, fueron las enfermedades del corazén, que
representaron un 20.7%; de éstas, las enfermedades isquémicas representaron el
76.3% [2]. Sin embargo, la aterosclerosis es una enfermedad asintomatica, incluso
para aquellas personas con enfermedad avanzada, por lo que el primer indicador

suele ser un ataque cardiaco, que puede resultar fatal.

La importancia de la aterosclerosis radica en que es la antesala de una de las
principales causas de muerte en México y en el mundo, la enfermedad arterial
coronaria, por lo que el conocimiento de como se desarrolla la enfermedad y los
factores que influyen en ella, ayudan en la investigacion de nuevas terapias, asi
mismo, en la busqueda de diferentes moléculas que puedan ser utilizadas como
biomarcadores para una deteccidn temprana, para asi evitar sus complicaciones

agudas.

Actualmente, existe un interés particular en el estudio de las vesiculas
extracelulares, ya que estas se encargan de la comunicacion intercelular, por lo que
regulan diversos procesos biolégicos, como los inflamatorios que estan
relacionados con el desarrollo de la aterosclerosis. Uno de los componentes mas
importantes de las vesiculas extracelulares son los microRNA, que son moléculas
implicadas en la regulacion del metabolismo de las lipoproteinas, en la remodelacion
vascular y en la inflamacién, por lo que conocer mas sobre ambos elementos

permitira comprender mejor cdmo se llevan a cabo los procesos ateroscleréticos.
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2. Alcance

El presente Trabajo Monogréfico de Actualizacion es una investigacion documental
con base en la revisién de articulos de revistas especializadas en el proceso de
como se desarrolla la aterosclerosis y su relacion con las vesiculas extracelulares y
los microRNA. Lo anterior permitira establecer una base documental de la
participacion de los microRNA en el desarrollo y progresion de esta enfermedad,
gue podra emplearse para futuras aplicaciones en la busqueda de biomarcadores y

nuevos tratamientos.
3. Objetivos
Objetivo general:

e Realizar una revision bibliogréafica actualizada en relacion a la participacién
de las vesiculas extracelulares y los microRNA en el desarrollo de la

aterosclerosis.
Objetivos particulares:

e Definir que son: la aterosclerosis, las vesiculas extracelulares y los

microRNA, asi como sus caracteristicas.

e Describir la relacion de las vesiculas extracelulares con el desarrollo de la

aterosclerosis.
e Conocer la participacion de los microRNA en el desarrollo de la aterosclerosis
e Analizar como intervienen los microRNA en la calcificacién coronaria.
e Mencionar como pueden ser utilizadas las vesiculas extracelulares y los

microRNA como biomarcadores y blancos terapéuticos en la aterosclerosis.
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4. Metodologia de la investigacion

La metodologia empleada para realizar el presente trabajo fue en primer lugar
la seleccion y delimitacion del tema; después la definicion y estructura del trabajo,
asi como el planteamiento de la justificacion, alcance y objetivos. Posteriormente se
realiz6 una investigacion exhaustiva en bases de datos como PubMed vy
ScienceDirect Elsevier, en donde se identificaron diferentes articulos de revistas
especializadas sobre la participacion de las vesiculas extracelulares y microRNA en
el desarrollo de la aterosclerosis. Las busquedas en las plataformas antes
mencionadas se hicieron en el idioma inglés. Las palabras clave utilizadas fueron:
atherosclerosis, atherosclerotic plaque, atheroma, extracellular vesicles,
extracellular vesicles and atherosclerosis, pathophysiology of atherosclerosis,
MIRNA, microRNA, mechanisms of miRNA-mediated gene regulation,
atherosclerosis and miRNA, miRNA as biomarkers in atherosclerosis, extracellular
vesicles as biomarkers in atherosclerosis. La busqueda de informacion se realizd
mediante todas las combinaciones posibles. Posteriormente, se realizé un analisis
y proceso de seleccion de la informacién; los criterios de seleccién de los articulos
se basaron en actualidad (principalmente de los ultimos 5 afios), y relevancia, es
decir, aquellos articulos que aportaron informacién de calidad al presente trabajo.
Una vez determinado esto, se realizé la organizacién y redaccion del Trabajo

Monogréfico de Actualizacion.
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5. Introducciéon

5.1 Aterosclerosis
5.1.1 Definicién de aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad generalizada, inflamatoria y cronica en la
circulacion arterial. Es resultado del depdsito patologico de lipidos (colesterol y
triglicéridos) dentro de las paredes de los vasos sanguineos arteriales, lo que lleva
a inflamacion, reclutamiento de macrofagos y células espumosas, y calcificacion,
dichos depésitos se conocen como placas ateroscleréticas [3]. La aterosclerosis se
caracteriza por la oclusion progresiva de las arterias debido a la presencia de las
placas ateroscleréticas, que pueden llegar a producir insuficiencia arterial crénica o
déficit agudo de la circulacion por trombosis oclusiva [3,4]. Esta enfermedad ocurre
durante toda la vida y estéa influenciada por diferentes factores como el exceso de
grasa en la dieta, el tabaquismo, la diabetes, el estilo de vida sedentario y factores

genéticos [4].
5.1.2 Etapas de la aterosclerosis

Las etapas de progreso de la aterosclerosis se pueden clasificar dependiendo del
tipo de lesion que exista. La clasificacion de este tipo de lesiones se definio
inicialmente por Stary en 1995 (clasificacion de la American Heart Association
[AHA], la Asociacion Americana del Corazén), de acuerdo con la morfologia
histolégica que presentaban este tipo de lesiones [5,6]. De acuerdo con la

clasificacion de la AHA [6], las lesiones de la aterosclerosis se dividen en:

e Tipo I. Son lesiones tempranas, con un engrosamiento adaptativo de la
intima, en donde se forman grupos aislados de macréfagos que
contienen pequefias cantidades de lipidos. En la aterosclerosis
temprana se pueden observar rayas de grasa y engrosamiento de la
intima que pueden ocurrir en la aorta antes del nacimiento, asociadas
con factores de riesgo cardiovascular perinatal en la madre, como

hipercolesterolemia, diabetes y tabaquismo [5]. El colesterol asociado a
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las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C, por sus siglas en inglés) es
el factor mas importante para la progresion de la lesion [7].

e Tipo Il. Esta lesion se le conoce con el nombre de estria grasa; contiene
células espumosas de macrofagos estratificadas en capas adyacentes.
Ademas, las células del musculo liso de la intima contienen pequefias
cantidades de lipidos. En nifios mayores de 10 afios se pueden
presentar estas estrias que no alteran de manera importante la
elasticidad, la flexibilidad ni la distensibilidad de la pared arterial; sin
embargo, su importancia radica en que pueden ser precursoras de las
placas ateroscleroticas [3].

e Tipo lll. Conocida como preateroma. Contiene gotas y particulas de
lipidos extracelulares microscopicamente visibles en la medida en que
se forman acumulaciones de este material entre las capas de las células
del musculo liso adaptativo, y existe un engrosamiento de la intima.

e Tipo IV. En esta lesion, ya se ha formado la placa aterosclerética en
donde existe una acumulaciéon de lipidos extracelulares densa que
ocupa una region de la intima extensa, pero bien definida.

e Tipo V. Conocida como fibroateroma, en esta lesion ya se ha formado
tejido conectivo fibroso nuevo y prominente, por lo que se pueden
presentar 3 tipos de lesion:

o Va: el tejido fibroso nuevo es parte de una lesién con nucleo
lipidico

o Vb: el nucleo lipidico y otras partes de la lesion estan calcificadas

o Vc: No hay un nudcleo lipidico y los lipidos en general son
minimos.

e Tipo VI. Son lesiones complicadas en donde se han desarrollado
alteraciones de la superficie, hematomas o hemorragias y depdésitos

trombéticos visibles.

Es importante sefalar, que, aungue las lesiones de tipo VI son las que presentan
mayores complicaciones, la morbilidad y mortalidad de la aterosclerosis se debe en

gran medida a las lesiones de tipo IV y V [5,6].
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Posteriormente Virmani realizé una nueva clasificacion, en la cual se dividieron en

lesiones de la intima no aterosclerdéticas y lesiones ateroscleroticas progresivas, y

se definieron las lesiones avanzadas por los términos de: ateroma de capa fibrosa,

ateroma de capa fibrosa delgada, erosion y placa fibrocalcificante [5,8]. En la

actualidad, se utilizan ambas clasificaciones. De acuerdo con la clasificacién de

Virmani [8], las lesiones de la aterosclerosis se dividen en:

Lesiones de la intima no ateroscleroéticas:

Engrosamiento de la intima: Acumulacion normal de células del musculo
liso en la intima en ausencia de lipidos o células espumosas de macréfagos
[8].

Xantoma intimal o "estria grasa": Acumulacién luminal de células
espumosas sin un nucleo necrotico o una capa fibrosa. De acuerdo con datos

reportados de animales y humanos, estas lesiones suelen remitir [8].

Lesiones ateroscleroticas progresivas:

Engrosamiento patolégico de la intima: las células del musculo liso estan
en una matriz rica en proteoglicanos con zonas de acumulacién de lipidos
extracelulares sin necrosis [8].

Erosion: Placa igual a la anterior con trombosis luminal. ElI trombo
mayoritariamente es mural y rara vez oclusivo [8].

Ateroma de casquete fibroso: Nuacleo necrético bien formado con un
casquete fibroso suprayacente, sin trombos [8].

Ateroma de capa fibrosa fina: Capa fibrosa fina infiltrada por macrofagos y
linfocitos con escasas células del musculo liso y un nucleo necrético
subyacente. Aunque no hay trombos, puede contener hemorragia intraplaca
con depdsitos de fibrina [8].

Rotura de la placa: Fibroateroma con ruptura de la cubierta; el trombo
luminal se comunica con el nicleo necrético subyacente. El trombo suele ser
oclusivo [8].

Nédulo calcificado: Calcificacion nodular eruptiva con placa fibrocalcificada

subyacente. El trombo generalmente es no oclusivo [8].
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e Placa fibrocalcificada: Placa rica en colageno con estenosis significativa
gue suele contener grandes areas de calcificacion con pocas células

inflamatorias; puede haber un nucleo necrético [8].

Las lesiones tempranas por lo regular no ocasionan eventos adversos, pero
conducen al desarrollo de placas que pueden favorecer la formacion de nucleos
lipidicos necréticos y asi formar placas avanzadas, que son la principal causa de
estenosis severa y eventos tromboticos agudos [5-8] (Figura 1). Es por ello
importante evitar que las lesiones ateroscleréticas menores sigan desarrollandose,

para impedir asi problemas futuros [5,8].

Progresién de la lesion aterosclerodtica

(A) Formacion de estria grasa (B) Placa estable/Fibroateroma (C) Placa vulnerable/Formacion de trombos
Plaquetas Focinacin
e ..
LDL = . ‘ ‘ la capa fibrosa é
°'. > O e
Q ¢ ’. ¥ =l Q}., < s -

.ﬁ‘.i.

Reaccion
inflamatoria

Figura 1. Progresion de la lesién ateroscler6tica. (A) La formacién de la estria grasa (lesion tipo | a tipo 1)
comienza con la retencién de lipoproteinas en la pared vascular que al alterar el flujo sanguineo activan
la expresion de la moléculas de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1) y de la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1) en el endotelio, o que recluta monocitos a la pared del vaso. Los monocitos se
diferencian a macrofagos que absorben lipoproteinas de baja densidad oxidadas (ox-LDL), lo que provoca
la formacién de células espumosas y la liberacién de citocinas proinflamatorias. (B) Después comienza la
formacion de la placa estable/fibroateroma (lesion tipo Il a tipo V) donde existe una densa acumulacion
de lipidos extracelulares que ocupan una region de la intima extensa y definida. La placa estable esta
compuesta por un nucleo lipidico y la acumulacion de células necréticas (células espumosas que sufrieron
apoptosis y necrosis). Las VSMC (células de musculo liso vascular) sintéticas secretan colageno, elastina,
fibronectina y matriz extracelular que facilitan la formacién de la capa fibrosa. (C) La placa vulnerable
(lesion tipo VI) es propensa a romperse, lo que trae consigo complicaciones secundarias como la

formacion de trombos o hematomas. (Figura modificada de Charla E, et. al. [9])
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5.1.3 Fisiopatologia de la aterosclerosis

Los procesos inflamatorios son un proceso importante para el desarrollo de la
aterosclerosis, lo cual ya era reconocido desde el siglo XIX por Virchow [10]; sin
embargo, actualmente se tiene una mejor idea de como ocurren dichos procesos.
En la Ultima década, se han identificado varios factores de riesgo para el desarrollo
de la aterosclerosis, asociados con la activacion del sistema inmunolégico, como la
artritis reumatoide, gota, artritis psoriasica y espondilitis anquilosante, asi como
infecciones por bacterias o virus, como Chlamydia pneumoniae, Porphyromonas

gingivalis y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) [11].

La inflamacién es regulada por el sistema inmunolégico innato, que sirve como la
primera linea de defensa contra agentes extrafios al organismo; éste incluye
diferentes células como son los macréfagos (células inflamatorias mas abundantes
presentes en las placas ateroscleréticas) y los polimorfonucleares (neutrdfilos),
ademas del sistema del complemento [11-15]. Las células del sistema inmunolégico
innato cuentan con receptores de reconocimiento de patrones (PRR) cuya funcion
es reconocer patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) o patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP) para activar la respuesta inmunoldgica
innata [11-13]; estos se dividen en diferentes tipos: los que estan unidos a las
membranas de las células, como los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de
lectinas tipo C (CLR), y los receptores citoplasmaticos como los receptores similares
a NOD (NLR) y los receptores tipo RIG-1 (RLR) [11,12].

Los TLR reconocen estimulos tanto exégenos como enddgenos, es decir, pueden
reconocer tanto los PAMP como los DAMP, y estan localizados en diferentes células
como neutréfilos, monocitos, macrofagos, mastocitos, y también en células
endoteliales (CE) y del musculo liso [12]. Entre las caracteristicas de los TLR,
podemos encontrar que la mayoria son proteinas transmembranales tipo 1, excepto
TLR3, y todos utilizan la molécula adaptadora del factor de diferenciacion mieloide
88 (MyD88) para la sefalizacion intracelular y la activacion de la transcripcion de

genes proinflamatorios, aunque TLR4 también puede activarse por otras vias [12].
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En general, la aterosclerosis inicia cuando hay disfuncion endotelial, que puede ser
causada por el estrés hemodindmico o por la dislipidemia, lo que provoca el
aumento de la permeabilidad endotelial de las LDL y su acumulacion, principalmente
en las regiones conocidas como ateropronas [10,13]. Esto activa al factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) y provoca que las CE expresen la molécula
de adhesién de células vasculares 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1), lo que facilita la migracién de monocitos hacia la pared del
vaso [9]. Las LDL sufren modificaciones como oxidacion, agregacion y escision
enzimatica, formandose compuestos como las ox-LDL, compuesto altamente
aterogénico que es detectado por las células del sistema inmune innato, como los
macroéfagos, a través de TLR2, CD36/TLR4/TLR6 y los receptores Scavenger A
(SR-A, receptores “basurero") [11,12]; por lo que posteriormente su funcidn
fagocitica es afectada debido a la acumulacion intracelular y al flujo defectuoso de
las ox-LDL. Estos macréfagos se conocen como células espumosas por la
absorcion continua de lipoproteinas; estas células quedan atrapadas dentro de la
intima arterial donde sufren apoptosis debido al estrés celular y las respuestas
inflamatorias, lo que contribuye a la formacion del nucleo necrdtico protrombatico
[11,14].

Existen macrofagos arteriales que derivan de precursores embrionarios del receptor
1 de quimiocina CX3C (CX3CR1) y de monocitos derivados de la médula 6sea, que
colonizan el tejido inmediatamente después del nacimiento [11,15]. Aunque estos
macréfagos son sostenidos por la proliferacion local durante la aterogénesis, existe
reclutamiento de fagocitos mononucleares que implica la unién a CE activadas por
moléculas de adhesiéon de leucocitos [11]. Dicho proceso, actualmente se conoce
gue no Unicamente ocurre en las etapas iniciales de la aterosclerosis, sino también
cuando la lesion ya esta establecida; ademas, estos monocitos proinflamatorios
Ly6CHignt (CD14**CD16%) estan en lesiones ateroscleréticas, donde favorecen los
niveles altos de citocinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
interleucina (IL) 6 e IL-1B), otros mediadores de reclutamiento de macrofagos y

especies reactivas de oxigeno (ROS) [11,13].
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En placas avanzadas, algunos DAMP y PAMP como los lipopolisacéridos, las
proteinas de choque térmico (HSP, ligando enddégeno) y proteinas HMGB1
(proteina de la caja 1 del grupo de alta movilidad) que son liberadas por células
necroticas, estimulan a los TLR (como TLR2 y TLR4), los SR y a los NLR, lo que
ocasiona la activacion y proliferacion de mas macréfagos, por lo que se
desencadenan procesos inflamatorios en la placa [11,12,15]. Las LDL modificadas
pueden activar a los receptores TLR2 y TLR4, lo que induce la liberacién de

citocinas, propiciando un ambiente inflamatorio [12] (Figura 2).
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Figura 2. Sefializacion de los receptores tipo Toll 2y 4 (TLR2 y TLR4). El TLR2 (asociado con TLR1
0 TLR6) y el TLR4 se activan con ligandos que incluyen patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP), como lipoproteinas para TLR2 y lipopolisacaridos (LPS) para TLR4, y patrones moleculares
asociados a dafios (DAMP), como LDL oxidada (ox-LDL), proteina de la caja 1 del grupo de alta
movilidad (HMGBL1) y proteinas de choque térmico (HSP) para ambos receptores. La activacion de

estos TLR provoca una cascada de sefializacion que activa la transcripcion de citocinas
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proinflamatorias e interferones (INF) tipo I. AP1, proteina activadora 1; CREB, proteina de unién a
elementos que responde al AMP ciclico; IKK, inhibidor de la cinasa de NF-kB; JNK, cinasa N-terminal
c-jun; MKK, cinasa de la MAP cinasa; NF-kB, factor nuclear-kB; TAB, proteina de union a TAK1;
TBK1, cinasa 1 de unién a TANK. (Figura modificada de Hovland A, et. al. [12]).

Los cristales de colesterol y las ox-LDL pueden activar el inflamasoma NLRP3
(receptor tipo NOD que contiene un dominio de pirina 3) provocando la polarizacion
de los macrofagos hacia M1 (proinflamatorios) [14,16,17], cuyos componentes se
expresan en CE, en células del musculo liso vascular (VSMC) y en células
presentadoras de antigenos profesionales, como macréfagos y células dendriticas
[14], desencadenando la secrecion de IL-18 e IL-18, las cuales son citocinas

proinflamatorias [10,14,15] (Figura 3).
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Figura 3. Participacion del inflamasoma NLRP3 en la aterosclerosis. La activacion del inflamasoma
NLRP3 provoca el aumento del ambiente inflamatorio, la atraccion e infiltracion de neutrofilos y
monocitos, la proliferaciéon y migracion de las células del masculo liso vascular (VSMC), la formacién
de células espumosas, la expresion de metaloproteinasas (MMP) y la posterior degradacion del
colageno, lo que influye en el aumento de la progresion de las placas ateroscleréticas. MCP-1,
proteina quimioatrayente de monocitos 1; IL, interleucina; VCAM-1, molécula de adhesion de células
vasculares 1; ox-LDL, lipoproteinas de baja densidad oxidadas (Figura modificada de Miteva K, et.

al. [14]).
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Asimismo, la inflamacion vascular provoca un aumento del NLRP3 [18], el cual es
mediado por el NF-kB y el mRNA del pro-IL-18 (cebador del NLRP3) [17,18]. La
produccion de IL-18 por el NLRP3, induce la expresiébn de las citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a [19], de VCAM-1 en las CE, de la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), que se encarga de atraer a monocitos
circulantes y de IL-8, que recluta a neutréfilos, los cuales contribuyen en el
desarrollo de la aterosclerosis [13,17,18,20]. Se ha demostrado que la IL-13 esta
implicada en la formacion de células espumosas [20] al aumentar la susceptibilidad
de la deposicién de lipidos en los macréfagos, y también esta involucrada en la
inestabilidad de la placa al incrementar la expresién de las proteinas de matriz

(MMP) que degradan el colageno y en la proliferacién y migracion de las VSMC [21].

Los macrofagos presentes en las placas ateroscleréticas son muy heterogéneos
debido a la composicion de las placas, que varia en cada fase del desarrollo de la
aterosclerosis [14]. En general, los macréfagos proinflamatorios M1, se encuentran
predominantemente en placas inestables y los macrofagos activados
alternativamente se encuentran en placas estables [14]. Los macrofagos activados
alternativamente (M2a, M2c) promueven la esferocitosis (eliminacion de células
muertas), la secrecién de coldgeno y la reparacion tisular, procesos que evitan la
rotura de la placa [14]. Después del inicio de la aterosclerosis, los lipidos y las
células espumosas continian acumulandose y otros leucocitos, en particular las
células T, ingresan a la lesion e interactian con los macrofagos [14-16], es decir,
existe participacion de las células Thi y Thz, aunque estas Ultimas se encuentran
presentes en las placas ateroscleréticas en menor cantidad, y todavia no se

comprende como intervienen en dicho proceso [22].

La liberacion de IL-12, IL-18 y la presencia de la ox-LDL activa a las células Thi y la
subsecuente secrecion de interferon gamma (IFN-y), lo que contribuye a que haya
procesos inflamatorios [14,15,16,22] (Figura 4). El IFN-y es un inductor importante
del desarrollo de la aterosclerosis debido a que favorece la infiltracion de los
monocitos y la activacion de macrofagos, interviene en la formacion de células
espumosas, en lesiones y en la acumulacion de lipidos, desestabiliza la placa por
deterioro de la funcion endotelial, y reduce el contenido de colageno. Los procesos

25



llevados a cabo por otro tipo de células como las T CD8+ y las Thi7 siguen siendo
controvertidos. Esto es porque se obtienen resultados diferentes en algunos
experimentos, por ejemplo, algunos estudios utilizando modelos de raton con
inmunodeficiencia especifica de células T CD8+ citotdxicas han sugerido que no
hay ningun efecto de estas células en el desarrollo de la aterosclerosis [22]. Sin
embargo, en modelos de transferencia de células o en alteracion de vias de
regulacion inmunoldgica, se han obtenido resultados de una respuesta

ateroprotectora, asi como proaterogénica de las células T CD8+ [13,15,22].
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Figura 4. Participacion del sistema inmunoldgico en la aterosclerosis. La disfuncién endotelial
provocada por los niveles elevados de colesterol en la sangre induce la expresion de moléculas de
adhesion, permitiendo la adhesion de las células inmunitarias a células endoteliales y su migracion
hacia la intima. Las células del sistema inmunolégico como neutréfilos, macréfagos M2b y los
linfocitos Th: aumentan el ambiente inflamatorio, o que provoca un aumento en los procesos
ateroscleroticos. En cambio, los macréfagos M2a y M2c¢ producen interleucina 10 (IL-10) y factor de
crecimiento transformante-3, promoviendo la reparacion y curacién del tejido. Ademas, los linfocitos
Thz liberan IL-4, lo que inhibe a las células Thy, y las células Treg median efectos antiateroscleroticos.

(Figura modificada de Miteva K, et. al [14])
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En la respuesta de las células Thiz ocurre algo similar, existe una respuesta
proaterogénica debido a que IL-17 puede inducir la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-6 0 de quimiocinas [22]. Por otro lado, IL-17 puede inhibir
la produccion de IFN-y, la expresion de moléculas de adhesién o la induccion de

colageno tipo I, procesos que pueden promover la estabilidad de la placa [14,22].

Durante las etapas mas avanzadas de la aterosclerosis, se ha observado un
agotamiento de las células T reguladoras (Treg), las cuales se encargan de regular
el ambiente inflamatorio [22]. Ademas, se ha demostrado que la expansién de estas
células puede reducir la aterosclerosis [22]. Asi mismo, se ha observado que el
ambiente aterosclerdtico modula el fenotipo de las Treg, 0 que permite la formacién
de Treg disfuncionales que provocan una mayor inflamacion arterial y aterogénesis
[22]. Por otra parte, se ha observado que la principal funcion de las células B en la
aterosclerosis es la produccion de anticuerpos; ademas, se ha demostrado que las
células B foliculares y las células B activadoras de la respuesta innata promueven

la aterosclerosis [14,16].

Por su parte, cuando las VSMC migran de la tdnica media a la regiéon subendotelial,
se vuelven altamente proliferativas y tienden a rodear el proceso inflamatorio,
participando en la formacién de la capa fibrosa que estabiliza la placa, ya que liberan
colageno, elastina, fibronectina y matriz extracelular [13,21,23]. Sin embargo,
cuando el nacleo necrético aumenta su tamafio debido la muerte de los macréfagos
y a la esferocitosis alterada (proceso que elimina las células apoptéticas) aumenta
el ambiente inflamatorio, el estrés oxidativo y la trombogenicidad, lo que promueven
la muerte de las células vecinas, como las VSMC, incrementando asi la
vulnerabilidad de la placa, que también se ve afectada por la liberacion de MMP por

parte de macrofagos y VSMC [13,14].

Cuando ocurre la ruptura de la placa aterosclerotica, se desencadena la formacion
de trombos debido a la activacion de las plaquetas [23], lo que puede provocar la
oclusiéon de algun vaso y, por tanto, un infarto de miocardio [23]. Ademas, las
plaguetas contribuyen a la iniciacién y la progresion de las lesiones ateroscleroticas,

debido a que son activadas por las ox-LDL, a través, de los receptores captadores
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SR-A y CD36, lo que aumenta la adhesividad y la formacion de trombos [23]. La
activacion de las plaquetas por ox-LDL forma agregados de plaquetas-monocitos
(PMA) con monocitos proinflamatorios y promueve la captacion de ox-LDL, la

formacion de células espumosas y su migracion a las placas [23].

5.2 Vesiculas extracelulares

5.2.1 Caracteristicas de las vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EV) son estructuras anucleares heterogéneas
limitadas por una membrana (bicapa de fosfolipidos) con un tamafio que oscila de
20 nm a 2 um, y son producidas por la secrecion paracrina de diferentes tipos de
células [24-28]. Las EV contienen material bioldgico derivado de la célula de origen,
sirven como un medio de comunicacion intercelular para eventos de sefializacion
de corto y largo alcance, y la composicion de su contenido depende del tipo de
vesicula extracelular del que se trate [26]. Recientemente, la Sociedad Internacional
de Vesiculas Extracelulares (ISEV) comenzd a estandarizar las practicas de
investigacién y las metodologias utilizadas en el aislamiento de EV para evitar
confusiones y permitir comparaciones entre estudios, debido al aumento de estos

en anos recientes y a la gran variedad existente en la nomenclatura utilizada [27].

En el siglo XX, se creia que las células eliminaban desechos celulares que no eran
Utiles para ellas por medio de vesiculas [25], pero actualmente se conoce que en
realidad transportan otro tipo de sustancias como colesterol, esfingomielina,
fosfatidilserina, gangliésidos y otros lipidos, ademas de una gran variedad de
proteinas y moléculas de acido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) de
diferentes tipos: mensajero (MRNA) y pequefio no codificante (SncRNA, por sus
siglas en inglés) dependiendo del tipo de EV, que sirven para procesos de

sefializacion [10].

Los mecanismos moleculares subyacentes de formacion, clasificacion de contenido
y liberacion de vesiculas, aun estdn en gran parte inexplorados [25]. El
microambiente tiene un impacto en el contenido de las EV, por lo que éstas son

heterogéneas al diferir en tamafio, carga y origen celular, ademas, de tener diversas
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funciones biolégicas [10]. Las EV estan presentes en diversos biofluidos como son
el suero, el plasma, la saliva, la orina, el liquido amniético, las secreciones nasales,
el liquido cefalorraquideo, entre otros, lo que provoca que, al ser aisladas, estén
contaminadas con otros componentes como lipoproteinas (LDL o lipoproteinas de

alta densidad (HDL)) y restos celulares [10].
5.2.2 Clasificacion de las vesiculas extracelulares

Las EV forman un grupo heterogéneo y se pueden clasificar de acuerdo con el
mecanismo de formacion y sus caracteristicas fisicas en: exosomas, microvesiculas
(MV) y cuerpos apoptoticos [25] (Figura 5). Las mas grandes son los cuerpos
apoptéticos que tienen un tamafio que oscila de 0.5 a 2 um [26], una densidad de
1.16 a 1.28 g/mL [26] y presentan una carga positiva en su membrana plasméatica
lo que provoca que sean permeables [24]. Los cuerpos apoptéticos son liberados
como ampollas en las membranas plasmaticas por células que presentan apoptosis.
El contenido de este tipo de vesiculas son fracciones nucleares, DNA, microRNA,
proteinas y organulos celulares [10]. Algunos de los marcadores utilizados para
detectarlas son la fosfatidilserina, DNA gendmico y la caspasa 3 [26].
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Figura 5. Biogénesis de las vesiculas extracelulares. Los exosomas se liberan después de la fusion
de los cuerpos multivesiculares (MVB) en la membrana plasmatica. Las microvesiculas son liberadas

por la gemacién de la membrana plasmatica hacia el exterior. Los cuerpos apoptéticos son las
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vesiculas mas grandes que se forman después de la formacién de ampollas en la membrana

plasmética. (Figura modificada de Charla E. et. al. [9]).

Las MV también son denominadas microparticulas, ectosomas, vesiculas de
desprendimiento, microparticulas similares a exosomas y nanoparticulas [25].
Tienen un tamafo que varia desde 200 nm a 2 um [26], con una densidad de 1.16
a 1.19 g/mL [26] y una carga eléctrica negativa en su membrana, lo que las hace
impermeables [24]; éstas se generan a través del desprendimiento de la membrana
plasmatica hacia el exterior de las células por medio de un proceso conocido como

gemacion [10].

La biogénesis de las MV comienza con la agrupacion de proteinas, lipidos y
tetraspaninas en la superficie de la membrana plasmética, cuyo proceso se conoce
como nucleacion, posteriormente, ocurren cambios en el citoesqueleto y un
aumento del Ca?* intracelular para permitir la liberacién de las MV [10]. Las MV
contienen mRNA, miRNA, otros RNA no codificantes, proteinas citoplasmaticas,
proteinas de membrana, organulos celulares y diferentes tipos de lipidos [24]. Los

marcadores utilizados para detectarlas son integrinas, selectinas y CD40 [26].

Los exosomas son las EV mas pequeiias debido a que tienen un tamafo que varia
de 20 a 100 nm [26], por lo que pueden ser confundidas con las MV porque existe
una superposicion en sus perfiles de tamario; tienen una densidad de 1.13 a 1.18
g/mL [26] y su membrana plasmatica tiene carga negativa [27]. Ademas, cuando se
observan bajo un microscopio electronico de transmision, muestran una morfologia
en forma de copa [25]. Los exosomas se liberan por exocitosis después de la fusion
de cuerpos multivesiculares (MVB) con la membrana plasmatica (PM); esta
biogénesis se inicia formando el endosoma de clasificacion temprana (ESE, por sus
siglas en inglés) mediante la invaginacion de la membrana plasmatica, donde se
encuentran moléculas activas que fueron capturadas por endocitosis, las cuales
posteriormente maduran en endosomas de clasificacion tardia (LSE, por sus siglas

en inglés) [10].

Posteriormente, se forman los MVB al reclutarse en los endosomas a las proteinas
de la via del complejo de clasificacion endosomal necesario para el transporte
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(ESCRT), los cuales estan llenos de vesiculas intraluminares (ILV), que son
precursores de los exosomas. Los MVB pueden, en primera instancia fusionarse
con los lisosomas y degradarse, o bien, fusionarse con la membrana plasmatica
formando los exosomas Yy liberar su carga en el espacio extracelular [10]. Una
manera para eliminar los niveles excesivos de lipidos es por medio de los
exosomas, debido a que su contenido es rico en colesterol, ademas, contienen
glucolipidos, esfingolipidos, glicerofosfolipidos y ceramida, excepto el &cido
lisobisfosfatidico [28]. Los marcadores utilizados para detectarlos son tetraspaninas
(CD9, CD63, CD81), la proteina de interaccién de muerte celular programada 6
(PDCDG6IP) y la proteina del gen 101 de susceptibilidad tumoral (TSG101) [26]. A
continuacion, en la Tabla 1 se encuentra un resumen de las caracteristicas de las

vesiculas extracelulares.

Tabla 1. Clasificacion de diferentes tipos de vesicula extracelulares
(Modificada de Deng W. et. al [28]).

Caracteristicas Cuerpos apoptoticos Microvesiculas Exosomas
Tamafo 0.5-2 uym 100-1000 nm 20-100 nm
Densidad (g/ml) 1.16-1.28 1.16-1.19 1.13-1.18

Reticulo  endoplasmico,

Superficie de la célula,

Origen del brote hacia el

Origeny superficie de la célula, | desprendimiento de la | interior de la membrana
mecanismo de | desprendimiento de la | membrana plasmatica hacia | endosomal, secretado
formacién membrana de la célula | el exterior (gemacion) por la fusién de la MVB
apoptotica y de la célula con la membrana

muerta plasmética
Contenido Fraccion nuclear, DNA | RNA, miRNA, otros RNA no | RNA, miRNA, otros RNA
RNA, proteina, miRNA, | codificantes, proteinas | no codificantes,

organulos celulares citoplasmaticas y de | proteinas

membrana, organulos | citoplasmaticas y de

celulares, lipidos

membrana, MHC

Propiedades de
la membrana

Membrana permeable (PI
positivo)

Membrana impermeable (PI
negativo)

Membrana impermeable
(PI negativo)

Marcadores

Fosfatidilserina, DNA
gendmico, caspasa 3

Integrinas, selectinas, CD40

Tetraspaninas (CD9,
CD63, CD81),
PDCD6IP, TSG101

MVB, cuerpo multivesicular; PDCD6IP, proteina de interaccién de muerte celular programada 6;
TSG101, proteina del gen 101 de susceptibilidad tumoral, MHC; DNA, acido desoxirribonucleico;
RNA, acido ribonucleico; miRNA, microRNA; CD, cluster de diferenciacion; PI, punto isoeléctrico.
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5.3 microRNA
5.3.1 (Qué son los microRNA?

Los microRNA son RNA pequefios enddgenos conservados, no codificantes,
compuestos por aproximadamente 22 nucleétidos (nt) que reconocen y se unen a
sitios complementarios ubicados en la region no traducida (UTR) 3’ de sus mRNA
blanco, regulando su traduccion o degradacion [29-34]. Sin embargo, también se ha
documentado la interaccion de los miRNA con los promotores de algunos genes,
permitiendo asi que estos se expresen [29-31].

Los miRNA exhiben patrones de expresién especificos de tejido, que principalmente
estan regulados transcripcionalmente [30]. En humanos los genes para los miRNA
pueden ser individuales (monocistrénicos), o encontrarse como grupos de genes
gue producen transcritos policistronicos que generaran varios miRNA. La mayoria
de los miRNA estan codificados en intrones (intronicos) de transcritos codificantes
0 no codificantes, y muy pocos se encuentran ubicados en exones (exolnicos)
[30,31]. Ademas, también pueden generarse miRNA a partir de RNA largos no
codificantes (IncRNA) [30].

La regulacion de los genes para miRNA ubicados en intrones de genes que
codifican proteinas estan bajo la misma regulacion transcripcional que sus genes
huésped, es decir, comparten el mismo promotor con el gen huésped [29,30]. Sin
embargo, se ha observado que los genes de miRNA a menudo tienen multiples
sitios de inicio de la transcripcion y los promotores de miRNA intrénicos a veces son
distintos de los promotores de sus genes huésped [30]. Cabe aclarar que aun no se
han mapeado las ubicaciones precisas de la mayoria de los promotores de los
genes de miRNA [30].

En la actualidad, existen varios estudios que demuestran que, aunque exista una
complementariedad parcial entre mMIRNA-mRNA, esto puede disminuir
significativamente la abundancia de los mMRNA blanco [30-32]. Cabe resaltar que
mas de 60% de los genes humanos que codifican proteinas contienen al menos un

sitio de union a miRNA conservado y, teniendo en cuenta que también existen

32



numerosos sitios no conservados, la mayoria de los genes que codifican proteinas

pueden estar bajo el control de diversos miRNA [30,31].

La familia de genes de los miRNA es de las familias mas abundantes en animales,
plantas y virus [30]. En una familia de miRNA existen miRNA con secuencias
idénticas en los nucledtidos 2-8 del miRNA maduro (contando desde el extremo 5’),
pero que provienen de mdultiples loci [30-32]. Cabe resaltar que en humanos, de
acuerdo con la base de datos de mIRNA (miRBase), se han catalogado
aproximadamente 1917 precursores de horquilla y 2654 secuencias maduras de
mMiRNA hasta la fecha, aunque muchas de sus funciones y mRNA blanco aun no se
conocen [33]. Ademas, existen genes que codifican miRNA hermanos, que
generalmente tienen las mismas funciones actuando sobre los mismos mMRNA
blanco, pero en algunos casos se han sugerido funciones distintas [33]. Los miRNA
maduros de estos genes se indican con sufijos de letras, por ejemplo: miR-125a y
miR-125b [30]. Asi mismo, cabe resaltar que cada locus puede producir dos miRNA
maduros: uno a partir de la cadena 5' (se agrega el sufijo 5p) y otro a partir de la
cadena 3' (se agrega el sufijo 3p) del precursor, por ejemplo, miR-125a-5p y miR-
125a-3p, aunque la cadena denominada como guia suele ser més frecuente que la

cadena pasajera [30,31].
5.3.2 Biogénesis de los microRNA
5.3.2.1 Biogénesis canodnica

Para la biogénesis candnica de los miRNA (Figura 6), primero se requiere que sean
transcritos como miRNA primario (pri-miRNA), lo que es llevado a cabo por la RNA
polimerasa Il (RNA pol 1), junto con factores de transcripcién dentro del nucleo
celular [30,31,34]. El pri-miRNA contiene una estructura de tallo-bucle que producira
uno o mas miRNA maduros (ya que puede contener mas de una estructura tallo-
bucle) y que tiene una longitud mayor de 1 kb; ademas, en el extremo 5 se
incorpora una 7-metilguanosina (m’G), y en el extremo 3" esta poliadenilado, como

ocurre en la mayoria de los transcritos sintetizados por la RNA pol 1l [30,31,34,35].
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Gen de miRNA

Transcripcién

Escision del
microprocesador

Escisiéon de

DICER
§ -
Una hebra se La hebra con el extremo 5" menos estable
Carga de AGO carga como es preferido. .
. Se prefieren las hebras que tienen U como
guia primer nuclestido en el extremo 5'
0, S I BT ——.

Figura 6. Proceso de biogénesis canonica de los microRNA. Los microRNA (miRNA) comienzan a
sintetizarse en el ndcleo; los genes de miRNA son transcritos por la RNA polimerasa Il en pri-miRNA,
el cual es reconocido por DROSHA y DGCR8 (proteina de la region critica del sindrome de DiGeorge
8), proteinas que juntas forman el complejo del microprocesador que escinde y procesa el pri-miRNA
en pre-miRNA. Posteriormente, el pre-miRNA es exportado hacia el citoplasma con la ayuda de la
exportina-5 en complejo con RAN-GTP. Una vez en el citoplasma, DICER junto con su complejo,
reconocen y escinden al pre-miRNA para formar el RNA duplex. La actividad de DICER es regulada
positivamente por KHSRP (proteina reguladora del empalme de tipo KH) y negativamente por Lin28B
(homdlogo B de Lin-28). Por ultimo, el miRNA daplex carga las proteinas argonauta que desenrollan
el duplex para producir una hebra guia, para formar el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC). Cabe resaltar que ambas hebras pueden generar un microRNA maduro. (Figura modificada

de Gebert L, et. al. [30]).
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Posteriormente, el pri-miRNA es reconocido por la proteina DGCR8 del complejo
microprocesador (compuesto por DROSHA y DGCRS), por medio de una secuencia
GGAC N6-metiladenilado y otros motivos dentro del pri-miRNA [35], y es escindido
por la RNAsa nuclear Il DROSHA aproximadamente a 11 pares de bases (pb) de
la unién basal entre el RNA monocatenario y la estructura del tallo-bucle, y
aproximadamente a 22 pb de la union apical ligada al bucle terminal, formandose el
pre-miRNA, el cual es el precursor del microRNA, de aproximadamente 70 nt de
largo [30,31].

El pre-miRNA formado es reconocido por la proteina transportadora exportina 5
(EXP5), especificamente por dos nucleétidos salientes en laregion 3’y es exportado
al citoplasma a través de los poros nucleares [30]. La EXP5 solo funciona en
presencia de la proteina nuclear de union a GTP, RAN-GTP, que necesita a
RANGEF (factor de intercambio de nucle6tidos de guanina RAN) para generar el
gradiente RANGTP-RANGDP, y asi, dirigir el transporte [30,31]. Cabe aclarar que
RAN existe en dos estados de acuerdo con su ubicacion, que son RAN-GTP en el
nacleo y RAN-GDP en el citoplasma. De esta manera, una vez que llegan al
citoplasma, RAN-GTP es hidrolizado, formdndose RAN-GDP, lo que da como
resultado la liberacion del pre-miRNA [30,31].

En el citoplasma, el pre-miRNA es reconocido por la endoribonucleasa (RNasa lll;
enzima DICERL1), por el dominio N-terminal helicasa PAZ (PIWI/AGO/ ZWILLE), que
interactua con el extremo 5’ y 3’ saliente de 2 nucleétidos de los pre-miRNA [30,31].
Posteriormente, los dominios de union de doble hebra y los dominios de RNAasa Il
en tAndem de DICERL1 se unen con la region del tallo-bucle en el pre-miRNA para
escindir en una ubicacion fija, contando 21-25 nt de la region terminal 5’ [30,31,34].
Aungue para escindir correctamente al pre-miRNA, DICER1 forma un complejo con
la proteina de unién al elemento de respuesta a la transactivacion (TRBP) y la
proteina activadora de la proteina cinasa R (PACT) [30,31,34]. El procesamiento
por DICER1 implica la eliminaciéon de los bucles terminales, lo que da como
resultado un daplex de miRNA maduro con otro saliente tipico de 2 nucle6tidos en
3' [35]. El duplex de miRNA de ~ 22 nt generado por DICER1 se fosforila en el
extremo 5’ y se forma un saliente 3’, para posteriormente formar el complejo de
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silenciamiento inducido por RNA (RISC). El montaje de RISC consta de dos pasos
[30,31]:

1. La carga del duplex de miRNA por las proteinas Argonauta (AGO) para
formar el pre-RISC. En los humanos las 4 proteinas AGO (AGO 1-4) estan
implicadas en la carga.

2. El desenrollamiento del duplex para seleccionar la hebra guia del miRNA.

La carga de RISC requiere de un complejo chaperén de choque térmico 70
(HSC70)-proteina de choque térmico 90 (HSP90) que utiliza energia en forma de
ATP para mediar con fuerza los cambios conformacionales en las proteinas AGO,
para que el duplex de miRNA pueda unirse a ellas [30,31]. Posteriormente, ocurre
el desenrollamiento del duplex de miRNA (proceso independiente de ATP) dentro
de las proteinas AGO [30,31]. Para los duplex altamente complementarios, la hebra
pasajera es cortada por AGO2 y después de procesar el N-terminal, el dominio PAZ
de AGO2 presenta el extremo 5° de la cadena pasajera al dominio PIWI (actividad
de RNAasa). Una vez separado, se forma el miRNA maduro, el cual es de cadena
sencilla [30,31].

La hebra guia se elige de acuerdo con la estabilidad termodinamica relativa de los
dos extremos del duplex, durante la carga de AGO [30,31], por lo que la hebra con
una terminacion relativamente inestable en el lado 5', suele seleccionarse como
hebra guia [30,31]. Ademas, las proteinas AGO seleccionan las cadenas guia con

un uracilo (U) en la posicién nucleotidica 1 [30,31].

En algunos estudios se ha observado que la hebra pasajera liberada se degrada
rapidamente, lo que da lugar a un sesgo hacia la hebra guia en el conjunto de
mMiRNA maduros [30,33,34]; la seleccion de la hebra no es completamente estricta,
por lo que la hebra no favorecida también puede ser seleccionada con una
frecuencia variable dependiendo del tejido, etapa de desarrollo, estado patoldgico o

la especie [30,34].
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5.3.2.2 Biogénesis no canoOnica

Existen varios mecanismos alternativos que pueden generar miRNA o pequeios
RNA similares a los miRNA, que son independientes de DROSHA y/o
independientes de DICERL [34].

miRtron: los miRtrones son MiRNA que se producen a partir de un intrén de un gen
gue codifica una proteina por la maquinaria de empalme de pre-mRNA que es
independiente de DROSHA [34]. Es decir, durante la produccién de miRtron, se
omite el paso de procesamiento mediado por DROSHA y en su lugar, se genera a
partir de un intrén un pequefio precursor de RNA, a través del empalme del mRNA
[34]. Los factores de empalme se unen a los sitios de empalme 5’ y 3’ presentes en
los extremos del intron de horquilla corta y los escinden de los exones adyacentes,
formando asi una estructura conocida como lariat [34,35]. Posteriormente, el lariat
se desdobla y se repliega en una estructura de bucle corto que se asemeja a un
pre-miRNA por medio de la enzima desramificadora del lariat 1, DBR1 [35]. Este
pre-miRNA ingresa a la via de biogénesis candnica en la etapa de exportacion, en
donde es procesado por DICERL1 en el citoplasma [34,35]. Algunos miRtrones tienen
secuencias extra en los extremos 5 o 3' y necesitan ser recortados por

exonucleasas [34].

MiRNA dependientes de DROSHA e independientes de DICER1: algunos
MIRNA son procesados por DROSHA, pero no por DICERL1 [34]. Por ejemplo, en la
biogénesis de miR-451a, el pri-miR-451a es escindido por DROSHA, lo que genera
una horquilla corta con un tallo de ~18 pb, que es demasiado corto para ser
procesado por DICER [34]. Por lo tanto, el pre-miR-451a se carga directamente en
AGO2, y se corta en medio de su cadena 3', lo que produce un intermediario de 30
nucleétidos de longitud [34]. Posteriormente, la ribonucleasa especifica de
poli(A)(PARN) recorta el extremo 3' de esta especie para generar el miR-451

maduro, que tiene una longitud de ~23 nucleotidos [34].

RNA pequefios similares a miRNA de otros RNA no codificantes: algunos

MIRNA pueden originarse a partir de otros RNA no codificantes, como: pequefios
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RNA nucleolares (snoRNA), RNA de transferencia (tRNA), IncRNA y RNA en
horquilla corta (ShRNA) [34]. Estos RNA no codificantes se cargan en el RISC y
actian como mMIiRNA canolnicos y probablemente surgen de una estructura
secundaria alternativa en forma de horquilla pre-miRNA, que DICER1 procesa para
formar una estructura secundaria corta, que posteriormente se carga en el RISC
[34].

RNA interferentes pequefios endégenos (endo-siRNA): algunos endo-siRNA
funcionan como miRNA canoénicos cuando se unen a AGO2, se cargan en el RISC
y reprimen la traduccion [34]. Los siguientes mecanismos pueden producir endo-
siRNA [34]:

1) transcripcion de repeticiones invertidas que producen un endo-siRNA

derivado de una horquilla que DICER1 procesa en un duplex de RNA;

2) transcripcion de fragmentos cortos de ambas cadenas de DNA de un locus
gendmico dando un endo-siRNA derivado en cis que forma un duplex de RNA

bicatenario; y

3) transcripcion de dos loci gendmicos diferentes que producen fragmentos de
RNA que se hibridan para ensamblarse en un duplex de RNA bicatenario de

endo-siRNA derivado en trans.
5.3.3 Mecanismos del silenciamiento génico mediado por microRNA

El complejo miRISC media los mecanismos de silenciamiento de genes, ya sea por
degradacion del mRNA blanco o por represion traduccional. La interaccion de los
miRNA con el mMRNA blanco se produce por el apareamiento perfecto o imperfecto
de las bases de la regidén 5 proximal del miRNA con la region UTR 3’ del mRNA
blanco [30,31]. EI dominio de reconocimiento del blanco (secuencia semilla del
miRNA) situado en el extremo 5’ abarca desde la posicion nucleotidica 2 hasta la 7
[30]. Los nucledtidos posteriores del miRNA, en particular el nucleétido 8 y, de
manera menos importante, los nucle6tidos 13-16 (region suplementaria), también

contribuyen al emparejamiento de bases con los blancos [30]. Los sitios objetivo
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mas fuertes son los que complementan a los nucleétidos 2-8 del miRNA y tienen
una adenina opuesta al nucleétido 1 (t1A) del miRNA, el cual es reconocido por un
dominio de union dentro de AGO [30].

La especificidad del miRISC depende de la interaccién con secuencias adicionales
del mMRNA blanco denominadas elementos de respuesta de miRNA (MRE) [31]. En
humanos, la mayoria de las interacciones miRISC-MRE suelen ser imperfectas [31].
Es importante destacar que un solo mRNA blanco puede ser regulado por uno o
varios miRNA, mientras que muchos miRNA tienen impacto en los mRNA que
participan en una via celular comin o en vias diferentes [30,31]. Ademas, aunque
un MiRNA puede silenciar cientos de genes, el efecto sobre cada gen generalmente

es leve [31].

El mecanismo de degradacion del mRNA por el miRNA se produce cuando las
proteinas AGO del miRISC, como AGO2, se unen con la proteina que presenta
repeticiones de glicina-triptéfano de 182 kDa (GW182) en el dominio que contiene
triptéfano con el dominio PIWI [30,31]. La proteina GW182 también es conocida
como la proteina del gen 6 A que contiene repeticiones de trinucle6tidos (TNRC6A)
en humanos, que interactia con la proteina de unién a poliadenilato (PABPC), lo
gue promueve la desadenilacion del mRNA mediante el reclutamiento de la
subunidad 2 del complejo de desadenilacion de poli(A)-nucleasa (PAN2)-PAN3 y
los complejos CCR4-NOT (complejo de la proteina represora de catabolitos de
carbono 4- negativo en TATA-menos) [30,31]. La deadenilacibn promueve la
eliminacién del nucleétido modificado de guanina que protege al transcrito de la
degradacion (cap), promoviendo la degradacion del mRNA en la direccidén 5" a 3'.
[30,31]. Ademas, miRISC desencapsula aun mas los mRNA desadenilados
mediante el reclutamiento de la proteina de desencadenamiento catalitico principal
2 (DCP2) y DCP1 [30]. Asi, una vez que los mRNA estan desadenilados y sin el
cap, estan expuestos a la degradacion por la exoribonucleasa 1 citoplasmatica 5’-3’
(XRN1p) [30,31] (Figura 7).

El otro mecanismo de silenciamiento de los mMRNA por los miRNA es por la inhibicién

en el inicio de la traduccion provocada por la interferencia con la funcion del factor
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de iniciacién de la traduccion eucariota 4A-1 (elF4A-l) y elF4A-II [30,31]. Aunque
existe un desacuerdo entre el mecanismo de interferencia y la funcion de elF4A-l y
elF4A-1l, la mayoria de los datos indican que el miRISC induce la disociacion de los
MRNA objetivo al impedir el reclutamiento de la subunidad ribosémica y el
ensamblaje del complejo de inicio de la traduccion elF4F [30,31]. Se cree que ambos
modos de silenciamiento génico mediado por miRISC estan interconectados,
revelandose que la descomposicion del mRNA es generalmente responsable de 66-
90% del silenciamiento [30,31]. Sin embargo, cabe aclarar que la inhibicién de la

traduccion mediada por miRISC aun no se comprende por completo.
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Figura 7. Mecanismo de silenciamiento génico mediado por miRISC, El silenciamiento génico por
parte de los miRNA puede llevar a la descomposicion o a la inhibicién del inicio de la traduccion del
mMRNA blanco (Figura modificada de Gebert L, et. al. [30]).
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6. Funcién de las vesiculas extracelulares en los procesos vasculares, en

la calcificacion coronariay en la aterosclerosis.

En condiciones normales, las células vasculares liberan EV para ejercer funciones
fisioldgicas, con el fin de mantener la homeostasis en el organismo que incluye una
respuesta inmunitaria integral. En condiciones patoldgicas, participan en procesos
proinflamatorios transfiriendo mediadores que favorecen la inflamacion a través de
la interaccion con CE, monocitos, fibroblastos y VSMC [24], y en procesos de
calcificacion debido a cambios en la orientacién del citoesqueleto o dafio durante el
transporte y la carga de vesiculas [36]. Diferentes estudios han asociado los
cambios fisiolégicos y patolégicos de la aterosclerosis con las vesiculas
extracelulares, observandose que la concentracion de las EV aumenta en pacientes
con factores de riesgo cardiovascular, y después de que ocurren este tipo de

eventos [24].

Desde hace mas de 20 afos, se ha descrito que, en las lesiones ateroscleroticas,
los macréfagos y monocitos producen altas cantidades de EV [38]; en MV aisladas
de pacientes con infarto de miocardio inducen un efecto proinflamatorio in vitro al
estimular la secrecion de IL-8 en monocitos primarios y macrofagos THP-1 [39].
Tanto en pacientes asintomaticos con placas ateroscleréticas como en pacientes
con placas avanzadas, los monocitos liberan MV con factor tisular, que estan
asociadas con un alto riesgo protrombaético [28,40]. En las CE, las EV participan en
la regulacion de los procesos de remodelacion vascular, que requieren una
regulaciéon estricta para evitar estados proinflamatorios nocivos para la salud [37].
Cabe destacar que, la mayoria de las EV se generan en células asociadas a la
inflamacion, y que varios de sus efectos se deben a los miRNA que se encuentran

contenidos en ellas [28,39].

Las MV participan en la activacion de las CE y monocitos, promueven la unién de
los monocitos al endotelio y su migracion hacia las placas, inducen la formacion de
las células espumosas (acumulacién de lipidos), y la apoptosis celular a través de
los receptores tipo Toll [38,41]. Asi mismo, se ha observado que en placas

ateroscleroticas humanas existen exosomas [42], que son secretados por las VSMC
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y CE presentes al espacio extracelular y también, son secretados por macréfagos,
donde desempefian un papel proinflamatorio, proaterogénico, y participan en el
desarrollo del ndcleo lipidico y la formacion de trombos [42]. Por otra parte, los
exosomas secretados por linfocitos T activados pueden promover la aterogénesis
dentro de las placas [28], al aumentar la acumulacién de lipidos en los macréfagos
[38].

Las EV participan durante todos los procesos ateroscleréticos, ya que entre su
contenido se encuentran moléculas como ICAM-1, VCAM-1, IL, TNF-a, ROS, entre
otras, que se encargan de mediar el ambiente inflamatorio y el reclutamiento celular
[37-41], como se puede observar en la Figura 8. Ademas, se ha descubierto que las
plaguetas son una de las fuentes mas importantes de EV en la circulacion [38]. Los
exosomas derivados de plaguetas pueden reducir la expresion de los receptores
SR-A 'y CD36 en los macroéfagos, lo que impide la formacion de células espumosas
y disminuye la agregacion plaquetaria [38], por lo que tienen un papel protector en
la aterosclerosis [24,28,38]. También, se ha observado que la concentracion de MV
derivadas de las plaquetas estd asociada con la presencia de lesiones
aterotrombdticas en las arterias carétidas [43]. Varios subtipos de EV derivadas de
las plaquetas son nocivos en el contexto de la EVC (Enfermedad vascular cerebral)
y la aterosclerosis [40], por ejemplo, algunas contienen moléculas que activan a las
CE vasculares, las cuales posteriormente comienzan a secretar diferentes citocinas

proinflamatorias, y que promueven la apoptosis celular [37].

El contenido de las EV secretadas por VSMC es diferente de acuerdo con el fenotipo
gue presenten, ya sea contractil o sintético [36]. En las VSMC contractiles, las MV
y cuerpos apoptéticos estan compuestas por proteinas citoplasmaticas o
relacionadas con organulos, mientras que los exosomas contienen proteinas
relacionadas con el nucleo [37]. Cuando ocurre una lesién en la intima o en
respuesta a factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), las VSMC contractiles migran desde la tinica media a la tunica
intima, aumentan la secrecion proteica y se vuelven mas sensibles a los factores de
crecimiento autocrinos y paracrinos, por lo que pierden su capacidad contractil, se
transforman al fenotipo sintético y se vuelven proliferativas, es decir, ocurre una
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Figura 8. Participacion de las vesiculas extracelulares en la aterosclerosis. Las vesiculas extracelulares (EV) participan en el inicio y desarrollo de la
aterosclerosis debido al contenido que liberan, el cual presenta diferentes moléculas que regulan el ambiente inflamatorio y aterosclerético, como VCAM-
1 (molécula de adhesién de células vasculares 1), ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular 1), NO (6xido nitrico), ROS (especies reactivas de oxigeno),
selectina E, factor tisular (TF), interleucinas (IL), y diferentes microRNA, que difieren de acuerdo con el tipo de EV y mecanismo de formacién. (Figura
modificada de Deng W, et. al. [28])
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transdiferenciacion a células similares a osteoblastos, que son los encargados de la
formacion de matriz 6sea y de promover la calcificacion vascular [36,37].

El fenotipo contractil de las VSMC se caracteriza por una alta expresion de genes
especificos como la actina a 2 del musculo liso (ACTA2), la calponina 1 (CNN1) y
la transgelina (TAGLN), y su transcripcion esta regulada por el factor de respuesta
al suero (SRF) a través de un motivo de secuencia de la caja CArG (CC(A/T)sGG),
gue esta presente en los promotores de genes especificos de VSMC [36,37]. La
miocardina y la familia de las proteinas del factor de transcripcion relacionado con
miocardina (MRTF) Ay B al interactuar con SRF, provocan la activacion de genes
contractiles de VSMC. La miocardina (localizada en el ndcleo), esta regulada
principalmente en el nivel de expresion y, MRTF, que esta localizada en el
citoplasma puede translocarse al nucleo debido a estimulos como el de la proteina
morfogenética 6sea 4 (BMP4), por medio de la sefializacion de Rho, y asi unirse a
SRF, activando la transcripcion de genes contractiles [37]. Por otro lado, el factor 4
similar a Kruppel (KLF4) y la proteina 1 que contiene el dominio ETS (ELK1), son
reguladores negativos de la expresion de genes contractiles; el primero a través de
inhibicién de la unién de SRF-miocardina o SRF-MRTF a la caja CArG, por
asociacion directa con SRF, y alterando la estructura de la cromatina que rodea la
caja CArG, suprimiendo asi la expresion de miocardina [37], y el segundo, al
desplazar la miocardina de SRF, suprimiendo la expresion de genes contractiles
[36].

En el sitio de la lesién, las plaguetas, monocitos y leucocitos secretan una variedad
de moléculas proinflamatorias como son IL-6, IL8; PDGF, un factor importante en la
diferenciacion de las VSMC a un fenotipo sintético, factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) y la proteina BMP4 que promueven el fenotipo
contractil en las VSMC, y factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) que
estimula la inflamacion local y la desdiferenciacion, proliferacion y migracion de las
VSMC [37], células que liberan exosomas calcificados, que tienden a agregarse y
provocar microcalcificaciones en lugares con bajas cantidades de coldgeno y una

gran calcificacién en regiones con grandes cantidades de colageno [36] (Figura 9).
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Figura 9. Participacion de las células del muasculo liso vascular en la calcificacion de las placas
ateroscleroticas. Las células del musculo liso vascular (VSMC) sintéticas pueden promover la
liberacion de vesiculas extracelulares (EV) y transformar la placa a un estado calcificado. MGP,
proteina de matriz GLA; TNAP, la fosfatasa alcalina no especifica de tejido. (Figura modificada de
Yang W, et. al. [36])

Las VSMC sintéticas deficientes del receptor de colageno con dominio de discoidina
1 (DDR-1) tienen grandes cantidades de exosomas calcificados que se liberan y se
depositan en lugares que contienen colageno y otros minerales. El contenido de
estas MV esta compuesto por proteinas que captan Ca?* e inhiben la actividad de
la alfa-2-HS-glicoproteina (AHSG, también conocida como fetuina-A) y de la
proteina de matriz GLA (MGP), es decir, por inhibidores enddégenos de calcificacion
[36]; ademas, contienen miRNA disfuncionales que pueden inducir la expresion de
marcadores osteogénicos como RUNX2 (factor de transcripcion 2 de la familia
RUNX (genes relacionados con Runt)), la proteina SMAD1, cuyo nombre es un
acronimo de la fusién de los genes Sma de Caenorhabditis elegans y Mad de
Drosophila [Mothers against decapentaplegic], la fosfatasa alcalina no especifica de

tejido (TNAP) y factores proinflamatorios [36,44].

El potencial de calcificacién de las EV puede aumentar debido al transportador
sortilina 1 (SORT1) que se encuentra en los vasos sanguineos humanos
calcificados, y que permite la entrada de TNAP en las EV [36,45]. Cabe resaltar que,
la calcificacion vascular esta relacionada con concentraciones altas de fosfato y
calcio [4]. Las concentraciones elevadas de fosfato extracelular promueven la

liberacion de EV con bajas concentraciones de inhibidores de la calcificacion
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(fetuina-A y MGP) y altas concentraciones de proteinas procalcificantes (TNAP,
SMAD1, RUNX2) [3,46].

Otro mecanismo implicado en la calcificacion de las lesiones ateroscleroticas es el
producido por los macrofagos proinflamatorios que liberan TNF-a, el cual estimula
a las CE para que expresen la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP2), que son
liberadas por MV y que inducen la diferenciacion osteogénica y la calcificacion de
las VSMC [44]. El papel de la calcificacion en personas con aterosclerosis es dual,
debido a que ocurren microcalcificaciones en la capa fibrosa de las placas
promoviendo inestabilidad y ruptura, y también puede ocurrir una gran calcificacion
debajo de la capa fibrosa, promoviendo estabilidad debido a que el colageno guia

la forma y el tamafio de las calcificaciones [9,36].
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7. Papel de los microRNA en la calcificacion coronaria y el desarrollo de

aterosclerosis

En los ultimos afios se ha descubierto que en la aterosclerosis, la expresion y
funcién de los miRNA esta desregulada en los vasos sanguineos, por lo que existe
una asociacion entre esta patologia vascular y la modificacidon de la expresion
génica [47,48,49]. Durante la aterosclerosis, los miRNA estan implicados en la
disfuncién de las CE, las senescencia celular, el crecimiento del muasculo liso, la
transdiferenciaciéon de las VSMC, la inflamacién, la apoptosis y la formacion de
células espumosas [48,49]; las CE pueden ser activadas por estimulos nocivos
como las citocinas proinflamatorias, el aumento de lipidos en la sangre y la
alteracién de las fuerzas de rozamiento en las arterias [49-51]. A continuacion, se
revisa la participacion de algunos miRNA en el desarrollo de la aterosclerosis.

microRNA-1: miR-1 se expresa en gran medida en las células musculares, incluido
el masculo liso, el musculo esquelético y el musculo cardiaco, desempefiando un
papel regulador critico en la diferenciaciéon y el crecimiento de las células
musculares [52]. Zhu y colaboradores [53] observaron que miR-1 juega un papel
importante en la hiperlipidemia en células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC) en respuesta a ox-LDL, observandose que la presencia de ox-LDL

disminuye la concentracion de miR-1 en HUVEC [53].

Ademas, se observé que miR-1 regula negativamente la traduccion del mRNA del
gen de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MYLK) en HUVEC, al unirse en un
sitio de union putativo en el UTR 3’ [53]; la inhibicion de la traduccién de MLCK
disminuye la fosforilacion de la cadena ligera de miosina, lo que puede desempeniar
un papel crucial en contra de la hiperlipidemia [53,54]. Los niveles de MLCK estan
incrementados en las HUVEC tratadas con ox-LDL [53], lo cual es importante, ya
gue regulan el estado contractil del endotelio. Zhu y colaboradores [53] observaron
gue miR-1 disminuye la activacion de ERK/p38, lo que podria indicar que la via de
sefalizacion ERK/p38 MAPK esta asociada con la hiperlipidemia, aungque se conoce

poco sobre la relacion entre MAPK y miR-1 en las HUVEC tratadas con ox-LDL [53].
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Sin embargo, existe discrepancia en su participacion, ya que, Jiang y colaboradores
[55] reportaron que en CE co-cultivadas con hepatocitos esteatéticos humanos, o
tratadas con sus EV o0 miR-1, expresaron significativamente moléculas
proinflamatorias como E-selectina, VCAM-1, ICAM-1, IL-1 y MMP-1; ademas,
observaron que al disminuir la concentracion de miR-1 (utilizando oligonucle6tidos
antisentido (antagomiR) de miR-1), disminuia también la inflamacion endotelial

inducida por las EV.

Por otro lado, miR-1 disminuye la traduccion del gen del factor de transcripcion de
tipo Kruppel 4 (KLF4), lo que evita la interaccion de KLF4 con TP300 (proteina de
unién a E1A p300), un coactivador clave requerido para la actividad transcripcional
optima de muchos factores, incluido NF-kB y sus genes blanco como VCAML1 (gen
de la molécula de adhesion de células vasculares 1) y F3 (factor tisular) [52]; por
esta via de sefalizacion miR-1-KLF4-NF-kB, es por la cual los EV derivados de
hepatocitos esteatoticos humanos promueven la inflamacién endotelial y la

aterogénesis [52].

microRNA-10a: En 2010, Fang y colaboradores [56] observaron en un modelo
experimental porcino in vivo que miR-10a de CE se expresa en menor cantidad
respecto a otros miRNA que son regulados por la presion hemodinamica del flujo
sanguineo en las regiones susceptibles a aterosclerosis. Ademas, se ha observado
en estudios in vitro que la inhibicion de miR-10a en las CE activa la via NF-kB,
provocando la expresion de moléculas inflamatorias [56]; esto ocurre porque miR-
10a se une directamente al UTR 3’ del mRNA del gen del factor de transcripcion
GATA6 (proteina de union a GATA 6), aboliendo asi su expresion y, en

consecuencia, inhibiendo la produccion de la molécula VCAM-1 [57,58].

microRNA-17-5p: El miR-17-5p se encuentra aumentado en leucocitos de sangre
periférica de pacientes con aterosclerosis [59], en muestras de arteria carétida de
ratones con aterosclerosis [59], y en macréfagos de ratones knock-out ApoE()
alimentados con una dieta alta en colesterol [60,61]. Ademas, en ratones ApoE(")

con aterosclerosis se ha observado que este miRNA esta implicado en la formacion
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de células espumosos y en la expresion de citocinas proinflamatorias, que permiten

el desarrollo y progresion de la aterosclerosis [59-62].

miR-17-5p favorece el inicio y la progresion de la aterosclerosis al inhibir la
traduccion del gen del transportador dependiente de ATP Al (ABCA1) [60]. La
importancia del transportador ABCAL radica en que media el eflujo del colesterol de
los macréfagos hacia la apolipoproteina A-I (APOA-I), la cual es pobre en lipidos,
como aceptor preferente en el transporte inverso de colesterol [63], proceso que
evita la formacion de células espumosas debido a la acumulacién excesiva de

colesterol en los macréfagos [63].

Otro blanco de miR-17-5p es el mMRNA del gen del receptor de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDLR) [61]. El VLDLR es el principal receptor endofitico que
reconoce las lipoproteinas que contienen APOE (apolipoproteina E) [62]. Ademas,
se encarga de modular principalmente el metabolismo extrahepatico de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos [62]. Se ha observado que el receptor VLDLR esta
disminuido en ratones ateroscleréticos y en pacientes con aterosclerosis [61].
Aunque los mecanismos moleculares exactos de la funcién del VLDLR en el
metabolismo de las lipoproteinas no se conocen del todo, la disminucion de este
receptor, debido a la unién de miR-17-5p en la regién 3’ UTR del mRNA de este
gen, conduce a niveles elevados de colesterol LDL en plasma, acelerando asi la
progresion de las enfermedades cardiovasculares [61].

microRNA-19b: Se ha reportado que este miRNA se encuentra incrementado en
placas ateroscleroticas humanas, en MV provenientes de CE de pacientes con
angina inestable y en los aneurismas de aorta abdominal de rata [64]. miR-19b
inhibe la traduccion del gen ABCALl [65], en células espumosas derivadas de
macrofagos humanos THP-1, y en macrofagos peritoneales de ratén, provocando
un aumento en los niveles de colesterol total, colesterol libre y ésteres de colesterol
[65]. En ratones ApoE®), el tratamiento con el precursor de miR-19b aumenta el
tamafio de la placa aodrtica y el contenido de lipidos, al reducir los niveles
plasméticos de HDL y al aumentar los niveles de LDL, ademas, de disminuir la
traduccion de ABCAL1 [65].
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Cheng y colaboradores [67] encontraron que otro blanco directo de miR-19b es el
MRNA del gen supresor de la sefializacion de citocinas 3 (SOCS3) en las células
Caco2 y HT29, lo que exacerba el proceso de la aterosclerosis y la inflamacion, ya
gue SOCS3 es una molécula inhibidora de la traduccion de sefiales de la familia
SOCS, que participa principalmente en la via de sefializacién de la cinasa activada
por Janus (JACK) y el traductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT),
JACK/STAT, via que permite la transcripcion de citocinas proinflamatorias sin la
necesidad de segundos mensajeros [67]. En ratones ApoE("), miR-19b derivado de
las MV de CE promueve la aterosclerosis al aumentar la inflamacion especifica en
el tejido adiposo perivascular (PVAT), al unirse al mMRNA del gen Socs3; lo que
conlleva a un aumento en el nimero de macréfagos y en la produccion de citocinas
proinflamatorias, ademas, de disminuir el contenido de colageno en la placa, lo que

representa una placa mas vulnerable a ruptura [64].

En humanos, se ha observado una expresion aumentada de miR-19b-3p en la
intima, lo que sugiere que sus funciones se ejercen en CE durante la progresion de
la aterosclerosis [66]. Ademas, en CE se ha asociado el aumento aberrante de miR-
19b-3p con la disfuncidon mitocondrial a través de la regulacion a la baja de la
traduccion del gen del coactivador 1a del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas y (PPARGC1A) [65], un regulador clave en la biogénesis mitocondrial,

ya que miR-19b-3p se une en el 3’ UTR del mRNA de dicho coactivador.

El aumento de miR-19b-3p en células endoteliales de la aorta humana (HAEC)
reduce significativamente el nUmero de mitocondrias [66], lo que puede conducir a
la sobreproduccion de ROS y en consecuencia generar estrés oxidativo que
contribuye a la patogénesis de la aterosclerosis [66]. También se determind que el
ambiente inflamatorio crénico que se observa durante la aterosclerosis es el

responsable de la sobreexpresion de dicho microRNA [66].

En HUVEC tratadas con ox-LDL, se ha observado un aumento significativo de miR-
19b y la disminucion de la expresion del receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas (PPARY), del cual se ha comprobado que su mRNA es otro blanco

de dicho microRNA [68]. Anteriormente PPARYy, ya se habia considerado como un
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posible inhibidor del desarrollo de la aterosclerosis [69], y en la actualidad se conoce
gue la sobreexpresion del gen PPARG ejerce un efecto inhibitorio sobre la
inflamacién aterosclerética, mediante la degradacion de las proteinas NF-kB/P65

por ubicuitinizacion [68].

microRNA-21: ElI microRNA-21 se encuentra altamente expresado en las
enfermedades cardiovasculares [80-81], ya que se han reportado niveles altos en
suero de pacientes con ictus y con aterosclerosis, en placas ateroscleroéticas y en el
suero de pacientes con sindrome coronario agudo [70,71]. En HUVEC, miR-21
puede inhibir la apoptosis y aumentar la fosforilaciéon de la 6xido nitrico sintetasa
entotelial (eNOS), al dirigirse al mRNA del gen homdlogo de fosfatasa y tensina
(PTEN) [72]. PTEN desfosforila el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), lo que
inhibe la activacion de la proteina cinasa B (AKT), por lo que AKT ya no puede
activar ala eNOS en las CE, disminuyendo la actividad de la enzima. PTEN también
antagoniza la via PI13K (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 3-cinasa) /AKT, que participa
en la disminucion de la apoptosis en varios tipos de células debido a que activa a la
proteina AKT, que fosforila a la proteina ubicuitina (también nombrada ubiquitina)
ligasa E3 Mdm2, MDM2, la cual se une a TP53 (proteina tumoral P53) y lo ubicuitina,
llevandolo a su translocacion nuclear y degradacion [72]. Ademas, algunos estudios
han informado efectos antiinflamatorios por parte de miR-21 en macréfagos
peritoneales de ratones WT C57BL/6, al unirse al mMRNA del gen de la proteina de
muerte celular programada 4 (Pdcd4), lo que bloquea la actividad de NF-kB

disminuyendo la produccién de citocinas proinflamatorias [73].

Sin embargo, otros estudios han reportado efectos proinflamatorios por parte de
este microRNA [74,75]. En modelos de restenosis, miR-21 indujo la secrecion de
mediadores proinflamatorios, como IL-1a, IL-18 e IL-6 en macréfagos lo que
promovio la inflamacion vascular [74]. Ademas, en pacientes con placas coronarias
no calcificadas, miR-21 se encuentra aumentado en macréfagos, y se ha
demostrado que puede inducir la expresion de MMP-9 en estos, al dirigirse al MRNA
del gen de la proteina rica en cisteina inductora de reversién con motivos kazales
(RECK), cuya proteina es un inhibidor de MMP, lo que provoca la degradacién del
colageno en las placas ateroscleroticas, induciendo inestabilidad en la placa [75].
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Otro estudio demostré que la expresion de miR-21 esta significativamente regulada
tanto en las lesiones ateroscleréticas de ratones ApoE() como en los monocitos
circulantes de pacientes con enfermedad coronaria [76]. Ademas, en ratones
deficientes de miR-21 se observé la disminucién de la aterogénesis en la aorta, por
la disminucién de la interaccién leucocito-endotelio y la migracion, que representan

el deterioro del inicio de la aterosclerosis [76].

Asi mismo, en macrofagos derivados de medula 6sea de ratones se observo que
miR-21 puede aumentar la migracion y la adhesion a CE al dirigirse al 3' UTR del
MRNA del gen de la fosfatasa de doble especificidad 8 (DUSP8) [76,77], el cual
regula negativamente a MAPK, lo que inhibe la secrecién de VCAM-1, MCP-1 y

citocinas proinflamatorias [76].

microRNA-22: La expresion de miR-22 esta disminuida en pacientes con
enfermedad arterial coronaria, en pacientes con enfermedades inflamatorias y en
arterias femorales enfermas de humanos [78,79]. Ademas, miR-22-3p se encuentra
disminuido en arterias de pacientes con arteriosclerosis obliterante y en células de
musculo liso vascular de arterias humanas (HASMC) estimuladas con el factor de
crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) [80].

Uno de los blancos de miR-22 es el mRNA del gen del dominio de pirina de la familia
NLR (receptores tipo NOD (dominio de oligomerizacion de unidén a nucle6tidos)) que
contiene 3 (NLRP3), lo que regula a la baja los niveles de citocinas proinflamatorias,
al inhibir la traduccion del inflamasoma NLRP3 [81], esto se observé en un modelo
de gota en macréfagos humanos THP-1 tratados con acetato de miristrato de forbol
in vitro, en donde hubo una disminucién de miR-22 y, la utilizacién de un mimético
de miR-22 disminuy0 la inflamacién al dirigirse al MRNA del NLRP3 [81], por lo que
es un buen candidato para investigacion en modelos de aterosclerosis. Los
miméticos o mimetizadores de miRNA son moléculas de RNA de doble cadena
artificiales, parecidos a pre-miRNA, que al ser introducidos en las células son
reconocidos por la maquinaria de la biogénesis de los miRNA y son procesados por
la enzima DICER; posteriormente son incorporados al RISC y actuan como los

miRNA enddgenos.
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Ademas, miR-22 puede modular el fenotipo de las VSMC humanas y de ratén al
regular al mMRNA de los genes de la proteina homéloga del sitio de integracion del
virus ecotropico 1 (EVI1/Evil) y de la proteina de uniébn a metil-CpG 2
(MECP2/Mecp?2) [88]. EVI1 y MECP2 son represores transcripcionales de multiples
genes contractiles de VSMC por modificaciones epigenéticas [79,82]. Tanto EVI1
como MECP2 modulan las regiones promotoras de genes especificos de las VSMC
por medio de la trimetilacién de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3) [79,82], por lo

gue de esta manera pueden regular el cambio fenotipico de las VSMC.

La utilizaciébn de un mimético de miR-22-3p disminuye los niveles de HMGB1 en
muestras de tejido arterial humano con aterosclerosis obliterante y en HASMC in
vitro, porque este miRNA se dirige al mMRNA del gen de la caja 1 del grupo de alta
movilidad (HMGBL1), lo que reduce la proliferacion y migracion de las células [80].
La proteina HMGB1 aumenta anormalmente durante la aterosclerosis,
expresandose en aorta humana, CE, VSMC y macro6fagos [80]; esta implicada en el
cambio del fenotipo de las VSMC provocando su proliferacion y migracion al unirse
al receptor para productos finales de glucosilacion avanzada (RAGE), mejora la
expresion del inflamasoma NLRP3, y puede activar la sefalizacion de NF-kB a

través de TLR4, lo que provoca la traduccion de citocinas proinflamatorias [80].

microRNA-29b: miR-29b se encuentra aumentado en pacientes con enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis, en aorta de ratones ateroscleroticos, en
HUVEC cultivadas en presencia de ox-LDL in vitro y en VSMC humanas
estimuladas con ox-LDL in vitro [83,84]. Ademas, en pacientes con sindrome
coronario agudo se ha observado que los niveles de miR-29b estan disminuidos
[85]. Uno de los blancos de miR-29b es el mRNA del gen de la proteina sprouty
homologa 1 (SPRY1) [84]; la proteina SPRY1 se considera un inhibidor de la via de
sefalizacion de P38/MAPK, via que es activada durante la aterosclerosis por ox-
LDL, que regula la produccion de VCAM-1 y MCP-1, ademas, de regular la
permeabilidad de las CE, lo que favorece el desarrollo y progresion de la

aterosclerosis [84].
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En HUVEC tratadas con ox-LDL in vitro, se observdé que miR-29b aumentaba la
expresion ICAM-1 y NF-kB, al dirigirse al mRNA del gen de la metalotioneina 1A
(MT1A), inhibiendo su traduccién [86]. La melatonina regula el tono vascular al
interactuar con sus receptores especificos, como el receptor MT1A, lo que juega un
papel importante en la patogénesis de la aterosclerosis, debido a sus propiedades
antiinflamatorias [86]. Ademas, estudios recientes han sugerido que el MT1A es un
inhibidor relevante de la apoptosis endégena en leucocitos y que disminuye la
permeabilidad de las CE [86].

Otro blanco de miR-29b es el MRNA del gen de la metaloproteinasa de matriz 2
(MMP2) [85]; la proteina MMP-2 aumenta su produccion debido a ox-LDL y es
liberada en EV de VMSC sintéticas en placas ateroscleroticas, o que conduce a un
desequilibrio de la sintesis y degradacion de la matriz extracelular y, por tanto, en la
inestabilidad de las placas [87]. miR-29b, al unirse al mMRNA del gen MMP2,
disminuye su traduccion, lo que evita la inestabilidad de la placa [85]. Sin embargo,
se cree que cuando aumenta la produccion de IL-3, los niveles de este microRNA
disminuyen, por lo que la MMP-2 puede inducir sus efectos, como se ha observado

en pacientes con sindrome coronario agudo [85].

microRNA-33: La familia miR-33 consta de dos miRNA, miR-33a y miR-33b, que
se encuentran codificados en los intrones de los genes de la proteina de union al
elemento de respuesta a esteroles, SREBP2 y SREBP1, respectivamente; genes
gue estan implicados en la regulacidon del metabolismo de &cidos grasos y colesterol
[88,89]. Estos miRNA junto con sus genes hospederos se co-transcriben juntos y
ayudan a mantener la homeostasis de lipidos dentro de las células [88]. En sujetos
sanos, miR-33a y miR-33b evitan una pérdida mayor de lipidos, al dirigirse a los
MRNA (blanco) de genes implicados en el flujo de colesterol, como Niemann Pick
C (NPC1), ABCALly el gen del transportador dependiente de ATP G1 (ABCG1l);y a
genes implicados en la  B-oxidacibn de acidos grasos, como carnitina
palmitoiltransferasa 1A (CPT1A) y carnitinaO-octanoiltransferasa (CROT) [88,89].

En humanos y en modelos de ratones ApoE®") ateroscleréticos, se ha observado un

aumento de la expresion de miR-33a en las placas ateroscleréticas y, aumento de
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expresion de miR-33b en pacientes con contenidos altos de colesterol en sangre
[90]. En ratones ApoE("), se ha demostrado que miR-33 regula la formacién de las
placas aterosclerdticas al dirigirse al mMRNA del gen Abcal, lo que provoca la
formacion de macréfagos espumosos por la acumulacion de lipidos [63,90]. En
humanos, se ha observado que miR-33 puede limitar ain mas la salida de colesterol
durante los momentos de deplecion de esteroles, ya que se puede dirigir tanto al
MRNA del gen ABCA1 como al del gen NPC1, ambos transportadores de colesterol
[91]. Ademas, en ratones Mir33™~ se ha demostrado que la pérdida del gen Mir33

aumenta la capacidad de los macrofagos de expulsar colesterol in vivo [91].

Se ha reportado que el tratamiento con antagomiR de miR-33 en ratones
ateroscleroticos reduce el tamafio de las placas aterosclerdticas [89,90]. Sin
embargo, otros estudios no han observado dicha reduccion [88] y se ha
documentado que, a largo plazo, la utilizacibn de anti-miR-33
provoca hipertrigliceridemia y esteatosis hepética en ratones [92,93]. Price y
colaboradores [91] demostraron que la reconstitucion de ratones LdlIr 7 con médula
Osea deficiente en miR-33 reduce significativamente la acumulacién de lipidos en
placas ateroscleréticas, tanto en el tamafio total de la placa, el area central necrotica
y en el numero de células apoptoticas. Ademas, observaron que la pérdida de miR-
33 en ratones LdIr - da como resultado un aumento significativo en el peso corporal
y una disminucion de la sensibilidad a la insulina [91], que se ve agravada por una
alimentacion con dieta occidental, lo que sugiere que estos efectos compensen los

efectos beneficiosos antes vistos.

microRNA-34a: Existen niveles elevados de miR-34a en placas ateroscleréticas de
pacientes humanos y en ratones ApoE") [94]. Ademas, se ha reportado que el
tratamiento de células RAW267.4 [94] y HAEC [95] con ox-LDL in vitro, aumento
significativamente la expresion de miR-34a. miR-34a modula la salida de colesterol
en los macrofagos, al dirigirse al mMRNA de los genes ABCA1 y NR1H3 (receptor
nuclear subfamilia 1 grupo H miembro 3) en humanos y, ademas, Abcgl en ratones
[94]. El tratamiento de células THP-1 humanas, macrofagos primarios humanos y

células RAW?264.7 de ratébn con miméticos de miR-34a inhibi6é la traduccion de la
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proteina ABCA1 o ABCG1, mientras que el antagomiR de miR-34a obtuvo efectos

opuestos.

En HAEC miR-34a puede aumentar la apoptosis de las células al dirigirse al 3’ UTR
del mMRNA del gen de la histona deacetilasa 1 (HDAC1) [95]. HDACL1 es un regulador
positivo de la proliferacion celular [96], que puede inhibir la apoptosis celular al
regular a TP53, debido a que MDM2 puede promover su desacetilacion, reclutando
un complejo que contiene HDACL1. El complejo HDAC1 se une a MDM2 de una
manera independiente de TP53, y lo desacetila en todas las lisinas acetiladas
conocidas in vivo. [96]. Ademas, se ha demostrado que la utilizaciéon de
oligonucledtidos antisentido de miR34-a en HAEC in vitro aumenta los niveles de la

proteina HDAC1 y disminuye la apoptosis [95].

miR-34a promueve la calcificacion vascular a través de la mineralizacion de VSMC,
al inhibir su proliferacién e inducir senescencia, al dirigirse al mMRNA de los genes
del receptor de la cinasa de tirosina AX (AXL) y a la sirtuina 1 (SIRT1) [97,98]. AXL
es un receptor antiapoptotico que regula la proliferacion al activar la via PI3K/ AKT
[97] inhibiendo a TP53; por su parte, SIRT1 actda protegiendo a las células contra
el estrés oxidativo y genotoxico, previniendo la senescencia desacetilando a TP53,
y también esta asociada con la longevidad, debido a que desacetila a la proteina de
caja forkhead O1 (FOXO1), incrementando la transcripcibn de enzimas
antioxidantes como la catalasa (CAT) y la superéxido dismutasa de manganeso
(MnSOD) vy, por lo tanto, aumentando la resistencia al estrés oxidativo [98], por lo

gue al inhibir la traduccién de SIRT1, también aumenta la inflamacion [98].

microRNA-122: miR-122 es un mIiRNA conservado entre las especies de
vertebrados y es el mas abundante en higado humano; se libera a la circulacién de
forma constante a través de los exosomas hepéticos en condiciones normales [99].
En humanos, se ha reportado que existen niveles elevados de miR-122 en plasma
de pacientes con enfermedad arterial coronaria, el infarto de miocardio y el shock
cardiogénico [99,100]. Ademas, se ha sugerido que miR-122 puede tener efectos

metabdlicos adversos y puede estar asociado con enfermedades metabdlicas [100].
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Wang y colaboradores [101] identificaron que, en pacientes con lesiones
ateroscleroticas, miR-122 se encontraba significativamente a alza, ademas, de que
existia una correlacion positiva entre los niveles séricos de miR-122 y la gravedad
de la aterosclerosis [101]. Anteriormente, Gao y colaboradores [99] habian indicado
gue los niveles plasmaticos elevados de miR-122 se correlacionaban con la
hiperlipidemia y la enfermedad arterial coronaria.

miR-122 puede aumentar la apoptosis, disminuir la autofagia y aumentar la
inflamacion en fibroblastos adventicios (AF) aérticos de ratas, al dirigirse al mMRNA
del gen Sirt6, y se ha observado el efecto contrario al inhibir este miRNA con
antagomiR [102]. La activacion de la sefializacién de SIRT6-elabela-ACE2 (elabela
se refiere a un péptido hormonal, también conocido como ELA, y ACE2 a la enzima
convertidora de angiotensina 2) es la responsable de los efectos beneficiosos de la
inhibicion de miR-122 [102]. Se ha observado que el aumento de SIRT6 aumenta
los niveles del MRNA de ELA en AF de rata, en respuesta a angiotensina Il (ATII).
ELA, junto con el receptor de apelina (APJ), ejerce efectos cardiovasculares
protectores, ya que relaja los vasos sanguineos adrticos y reduce la presion arterial
sistélica, al mejorar la expresiéon ACE2, lo que puede tener un efecto positivo en

pacientes con hipertension [102].

En un modelo in vitro de HAEC que fueron tratadas con ox-LDL, se demostré que
miR-122 promueve la apoptosis al dirigirse al 3' UTR del mRNA del gen del inhibidor
de la apoptosis ligado al cromosoma X (XIAP) [103], otro blanco de este microRNA,
el cual es el Unico inhibidor endégeno de las caspasas en mamiferos que inhibe la
ejecucion de la apoptosis, a través, de la unién de las caspasas activas 3 y 7 con
sus dominios repetidos IAP de baculovirus (BIR2) y el dominio de la region

enlazadora, y la unién de la caspasa-9 procesada con su dominio BIR3 [103].

microRNA-125: Los niveles de miR-125a-5p estan regulados al alza en células
endoteliales vasculares humanas inducidas con ox-LDL in vitro [104] y en monocitos
humanos THP-1 inducidos con ox-LDL [104]. miR-125a-5p esta involucrado con la
activacion del inflamasoma NLRP3 y la transposicion de NF-kB al nucleo, debido a
la union al 3" UTR del mRNA del gen TET2 (TET (translocacion diez-once)
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metilcitosina dioxigenasa 2), contribuyendo al desarrollo de la aterosclerosis [104].
TET2 es una enzima reguladora epigenética que cataliza la oxidaciéon de 5-
metilcitosina (5mc) en el DNA a 5-hidroximetilcitosina (5hmc) [104]. TET2 lleva la
desmetilacién por reparacion por escision de base (BER) al promotor del gen de la
cisteina y-liasa (CSE), mediada por la timina DNA glicosilasa (TDG) para generar
citosinas no metiladas, que conduce a la desmetilacion activa del ADN, lo que
produce efectos protectores sobre la disfuncion de las células endoteliales

vasculares [104].

La inhibicion de la traduccion de TET2 en células endoteliales humanas utilizando
un mimético de miR-125a-5p, produce la metilacién anormal del DNA [104], lo que
conduce a la disfuncion mitocondrial e induce la produccién de ROS, lo que lleva a
la activacion del inflamasoma NLRP3 y, por tanto, a la activacion de la caspasa-1
[105]. Ademas, ROS puede activar NF-kB, lo que produce la sintesis de citocinas
proinflamatorias [105]. La utilizacion de oligonucle6tidos antisentido de miR-125a-

5p, se ha reportado que tiene el efecto contrario [104].

Sin embargo, en pacientes con placas aterosclerdticas rotas, se observa una
disminucién de miR-125a-5p y miR-125b-5p [106]. La disminucion de los niveles de
estos miRNA esta relacionada con placas ateroscleréticas inestables. En células
endoteliales vasculares humanas, la utilizacion de miméticos de miR-125a-5p y
miR-125b-5p suprimieron la traduccién de la endotelina 1 (EDN1) al dirigirse al 3'
UTR de su mRNA in vitro [106]. El gen EDN1 codifica para la proteina ET1 que esta
vinculada en el progreso y la rotura de la placa aterosclerética, debido a que tiene
efectos mitogénicos sobre las VSMC vy los fibroblastos, estimulando la sintesis de
mediadores inflamatorios en los macrofagos, y de fibronectina en las células del

musculo liso, lo que respalda su papel en la patogénesis de la aterosclerosis [106].

Los niveles de miR-125a-3p se encuentran regulados a la baja en las VSMC de
arterias restendticas humanas, en comparacion con sujetos sanos [107]. El miR-
125a-3p puede inhibir la proliferacion y migracion de VSMC humanas tratadas con
ox-LDL in vitro, al dirigirse al mRNA del gen de la proteina cinasa 1 activada por

mitégenos (MAPK1) [107]. La via MAPK esta involucrada en la expresion de
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diversas moléculas asociadas con la proliferacion, diferenciacion, migracion,

senescencia y apoptosis celular [108].

Por su parte, miR-125b puede inhibir la proliferacion y migracion de HUVEC y
células del musculo liso vascular de aorta humana (HA-VSMC) tratadas con ox-LDL
in vitro al dirigirse al gen de podocalixina (PODXL) [108]. PODXL es una
glucoproteina de la superficie celular, que tiene un papel proliferativo y adhesivo, al
funcionar como un ligando adhesivo para los leucocitos que expresan L-selectina
[108]. Ademas, en HA-VSMC se ha observado que miR-125b inhibe la adquisicién
del fenotipo sintético en las VSMC, al dirigirse al mMRNA del gen osterix (SP7) [110].
SP7 es un factor de transcripcion que regula la diferenciacion de VSMC a
osteoblastos [110].

microRNA-126: El miRNA endotelial mas abundante en adultos y durante la
diferenciacion de las CE es el miR-126 [111]. Los niveles de miR-126-3p en las MV
endoteliales circulantes estan reducidos en pacientes con diabetes y en pacientes
con enfermedad arterial coronaria, y se encuentran aumentados en pacientes con
angina inestable [111,112]. Ademas, en ratones ApoE~, se ha observado que los
niveles de miR-126-5p disminuyen al generar una region de bajas fuerzas de
rozamiento, por una ligacion parcial de la arteria carotida [112], lo que simularia a
las regiones propensas a aterosclerosis en comparacion con regiones protegidas
de la aterosclerosis, probablemente debido a la supresion del factor 2 similar a
krippel (KLF2) por la alteracion del flujo, factor que regula positivamente la

transcripcion de este microRNA [112].

Uno de los blancos de miR-126-5p es el mRNA del gen de la proteina homdloga a
delta 1 (DLK1) [112]. La proteina DLK-1 es un inhibidor de NOTCH1, responsable
de la proliferacion celular, por lo que la reduccién de la traduccion del mRNA del
gen DLK1, aumenta la proliferacion celular [112]. En HUVEC, la inhibicion de miR-
126-5p utilizando antagomiR, aumento los niveles de la proteina DLK-1y se produjo
la consecuente reduccién de la proliferacion de CE, mientras que el aumento de
miR-126-5p utilizando un mimético, provocé el efecto contrario [112]. Sin embargo,

en las regiones propensas a aterosclerosis, los niveles de este microRNA estan
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disminuidos, esto les impide a las CE responder al estrés hiperlipidémico; asi
mismo, se demostré que la proliferacion insuficiente de las CE promueve la
aterosclerosis [112]. No obstante, en zonas con fuerzas de rozamiento elevadas
gue no son propensas a aterosclerosis, miR-126-5p aumenta la capacidad

regenerativa de las CE al dirigirse a este blanco [112].

Durante la progresion de la aterosclerosis, en las VSMC se generan cuerpos
apoptoticos que contienen miR-126-3p; uno de sus blancos es el mMRNA del gen del
regulador de la sefalizacion de la proteina G 16 (RGS16) [113]. La proteina RGS16
regula negativamente al receptor 4 de quimiocinas con motivo C-X-C (CXCR4), por
lo que, al disminuir sus niveles, aumenta la secrecién del ligando de quimiocinas
(motivo C-X-C) 12 (CXCL12) por otras células vasculares, lo que reduce el
reclutamiento de células inflamatorias, aumenta la estabilidad de la placa y mejora
la regeneracion endotelial, teniendo asi un efecto ateroprotector; esto se ha
observado tanto en HUVEC, VSMC y CE adrticas de raton in vitro [113,114].
Ademas, miR-126-3p se une al mRNA del gen VCAM1, lo que disminuye su
traduccion y la adhesion de leucocitos en HUVEC, lo que puede contribuir a su
funcion ateroprotectora [115]. Cabe aclarar que todavia no queda claro el papel del
aumento de los niveles circulantes de miR-126-3p en pacientes con angina
inestable, que podria ser atribuible a cambios en su nivel de expresion en las MV
[113,114].

microRNA-130a: El miRNA-130a se encuentra incrementado en ratones con
aterosclerosis [116] y en suero de pacientes con aterosclerosis obliterante [117].
Este miRNA promueve la inflamacién (aumenta la produccién de citocinas como
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8) y acelera la aterosclerosis a través de la regulacion a la
baja de la expresion del gen PPARG en HUVEC in vitro. PPARy restringe la
actividad del factor de transcripcion NF-kB y puede reducir al factor inflamatorio
TNF-a para regular la respuesta inflamatoria y prevenir la formacion de las placas
[116]. Ademas, miR-130a inhibe la proliferacion de las VSMC primarias de la arteria
femoral humana, al dirigirse al mMRNA del gen de la proteina 2B relacionada con la
autofagia (ATG2B) [118]. ATG2B es necesario para la fusion de la membrana con

los lisosomas [118], por lo que es importante para la autofagia. La autofagia esta
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implicada en la regulacion de la proliferacion al modular la citogénesis, la
supervivencia celular y la proteccion contra la disfuncion celular [118].

miR-130a-3p participa en diversos procesos de regulaciéon en HUVEC in vitro, al
dirigirse al mRNA del gen del receptor 2 de esfingosina-1-fosfato (S1PR2) [119].
S1PR2 regula la permeabilidad endotelial, y al ser activada por esfingosina-1-fosfato
(S1P) induce la disfuncion de la barrera endotelial seguida de la via de la
RhoA/RhoA cinasa, lo que provoca la desorganizacion de la actina F y el
desensamblaje de la proteina de unién estrecha [119]. Ademas, la expresion de este

microRNA estéa regulada por el receptor X hepatico a (LXR-a) [119].

microRNA-141: miR-141-3p es regulado a la baja en VSMC humanas de la arteria
coronaria primaria tratadas con ox-LDL in vivo, en pacientes con aterosclerosis y en
ratones aterosclerdticos [120,121]. Por otro lado, se ha observado que miR-141-5p
se expresa de forma anormal durante la patogénesis de una variedad de
enfermedades humanas, incluidas las cardiovasculares y es regulado a la baja en
VSMC humanas tratadas con ox-LDL [122].

El aumento de miR-141-3p utilizando un mimético, inhibe la proliferaciéon y migracion
de las VSMC tratadas con ox-LDL, al dirigirse al mMRNA del gen de la proteina
miembro de la familia Wnt 5A (WNT5A) [120], uno de sus blancos. Se ha observado
gue la proteina WNT5A estd aumentada en macrofagos humanos THP-1, y en
VSMC humanas de arteria coronaria primaria tratadas con ox-LDL in vitro, asi como
en pacientes con aterosclerosis [123]. WNT5A tiene diversas funciones en la
embriogénesis, la homeostasis de 6rganos, diversos procesos celulares y, durante
la aterosclerosis, participa en proliferacion/migracién de VSMC, lo que indica un
papel proaterosclerético [120]. WNT5A se une a los receptores Frizzled (FZD) y a
los receptores huérfanos de tipo cinasa de tirosina 1 0 2 (ROR1/2), lo que activa la
via WNT/Ca?* que involucra Ca?*/proteina cinasa Il dependiente de calmodulina
(CaMKIl) y calcineurina (CaN). Posteriormente, la CaN desfosforila el factor nuclear
de las células T activadas (NF-AT), lo que conduce a la translocacion de NF-AT al
nacleo, donde inicia la transcripcion del gen SOX9 (factor de transcripcion 9 de la
caja SRY), induciendo la expresion de proteinas de la matriz extracelular como la
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proteina Aggrecan (ACAN), colageno tipo Il alfa (COL2A1), factor de transcripcion
SOXS5 (SOX5) y SOX6 [120, 124,125].

El miR-141-3p también puede inhibir la proliferacion y migracion de las VSMC
humanas al dirigirse al MRNA del gen de la proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch
(KEAP1) in vitro [121]. En condiciones fisiologicas, KEAP1 se une a NRF2 (factor
2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), lo que hace que NRF2 sea incapaz
de funcionar, pero puede ser estimulado por reguladores como ROS, lo que
desacopla la unién de estas proteinas, y transloca a NFR2 hacia el nacleo, donde
activa a genes antiinflamatorios y antioxidantes [121]. Sin embargo, KEAP1 se
encuentra sobreexpresado durante la aterosclerosis, lo que aumenta las respuestas

inflamatorias y la disfuncion de las VSMC [121].

En VSMC humanas tratadas con ox-LDL y posteriormente con un mimético de miR-
141-5p, se ha observado que se reduce la proliferacion anormal y migracion de las
VSMC, ademas, de disminuir la respuesta inflamatoria al dirigirse al mMRNA del gen
HMGB1 [122]. Estudios in vivo en ratones ApoE(") con aterosclerosis han
demostrado que la inhibicion de la proteina HMGB1 con glicirricina disminuye el
area de la placa aterosclerotica y restaura la proporcion de células Treg/Thi7 [126],
por lo que miR-141-5p podria utilizarse para ver dichos efectos.

microRNA-143: El miR-143 se expresa en VSMC, CE y en células inflamatorias
[127]. Los niveles de miR-143 se encuentran disminuidos en pacientes con un nivel
elevado de homocisteina (hiperhomocisteinemia) [128], en pacientes con placas en
la arteria carotida [129], y en VSMC proliferativas de arterias ateroscleroticas en
ratones ApoE(") [130] La regulacién a la baja de miR-143 en vasos lesionados o
ateroscleroticos se asocia con la proliferacion y la diferenciacion de las VSMC a
fenotipo sintético [130-132].

Algunos de los blancos de miR-143 son los mRNA de los genes KLF4 y KLF5
[127,129,131]. La proteina KLF4 se encarga de antagonizar la expresién de los
genes contractiles, lo que permite que las VSMC adquieran el fenotipo sintético, que

es altamente proliferativo y migratorio, y que esta implicado en los procesos
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ateroscleroticos [130]. Por su parte, KLF5 en las VSMC regula la expresién de la
forma embrionaria de la cadena pesada de la miosina del musculo liso, que se
expresa selectivamente en un fenotipo de musculo liso desdiferenciado proliferativo
(VSMC sintético) [131]. Asi, este microRNA tiene un efecto ateroprotector durante
la aterosclerosis; sin embargo, su expresion se ve disminuida durante la formacion

de la neointima y en presencia de PDGF [131].

En 2015, Zhang y colaboradores [132] descubrieron que existia un circuito regulador
entre la metiltransferasa de DNA 3a (DNMT3a, enzima que contribuye a la
metilacion de novo) y miR-143. Uno de los blancos de miR-143 es el mRNA del gen
DNMT3A, por lo que inhibe su traduccion. Sin embargo, se ha observado que la
hipermetilacion aberrante del DNA de miR-143 por parte de DNMT3A es el
responsable de la regulacion a la baja en la expresion de miR-143 en las VSCM
humanas inducidas por homocisteina in vitro, lo que provoca la proliferacion de
estas células [132]. La homocisteina es un metabolito intermedio de la metionina
gue puede inducir disfuncion endotelial, formacion de células espumosas y
promover la proliferacion de las VSMC, por lo que se ha considerado como un factor
de riesgo importante e independiente en el desarrollo de aterosclerosis [132]. Cabe
resaltar, que se ha reportado que la homocisteina provoca el aumento de la
expresion de la DNMT3A, lo que regula a miR-143 y puede aumentar la proliferacion
de las VSMC; sin embargo, todavia no se conoce el mecanismo por el cual se lleva

a cabo esta regulacion [132].

microRNA-144: Uno de los blancos de miR-144-3p es el mRNA del gen del
transportador ABCA1 [133]. El transportador de colesterol ABCALl es importante
para el eflujo del colesterol en macrofagos durante la aterosclerosis [63] y la
disminucién de este trasportador provoca la formacion de las células espumosas
[133]. En células monociticas humanas THP-1 y en macréfagos murinos J774, la
utilizaciéon de un mimético de miR-144-3p in vitro, demostré que los niveles del
transportador ABCA1 disminuian [133]. Ademas, en ratones ApoE(") alimentados
con una dieta alta en grasas, la administracion del mimético de miR144-3p aceler6
el progreso del ateroma, al aumentar el contenido de macrofagos en la placa y
promover la produccién de citocinas proinflamatorias [133].
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Asi mismo, la utilizacion de oligonucledtidos antisentido de miR-144-3p en
macrofagos murinos J774 in vitro, aumentod los niveles del transportador ABCA1
[133] y en ratones LdIr") machos redujo el area de la lesion [134], aumentd los
niveles de HDL en plasma circulante y mejoro el eflujo del colesterol en los
macrofagos, pero en ratones hembra no. Las diferencias especificas de sexo
pueden contribuir a los efectos del silenciamiento de miR-144-3p en el desarrollo de
la aterosclerosis in vivo [134]. En los ratones macho se observé que el
silenciamiento de miR-144-3p aumentd 4 veces mas los niveles de la enzima
metabolizadora de oxisterol y esteroide 7-alfa-hidroxilasa (CYP7B1, enzima que
metaboliza el 27-hidroxicolesterol), en comparacion con ratones hembra [134].

Por otro lado, se ha observado que la utilizaciéon de un mimético de miR-144-5p
puede inhibir la proliferacion y migracion en HUVEC tratadas con ox-LDL, al unirse
al 3' UTR del mRNA del gen SMAD1 [135] La activacion de SMAD1 promueve la
angiogénesis, inhibe la deposicion de matriz extracelular, y promueve la
proliferacion y migracion de CE [132]; esto gracias a que media la sefializacion de
la proteina BMP, y ésta aumenta la fosforilacion de SMAD1, lo que le permite formar
complejos con GAL4 para actuar como un regulador funcional de la transcripcion
[135]. Sin embargo, aln se necesitan mas estudios para comprender mejor el papel
del miR-144-5p en la aterosclerosis [133-135].

microRNA-145: En condiciones normales, miR-145 es el miRNA mayormente
expresado en la pared vascular [136]. Ademas, en modelos experimentales de
lesion vascular y en la aterosclerosis humana su expresion se encuentra disminuida
[137-139]. El miR-145 tiene como blancos algunos mMRNA de genes como el factor
similar a Krippel-4/5 (KLF-4/5) y ELK1 que promueven el fenotipo sintético de las
VSMC [127,130,136]. La disminucion de la expresiéon del factor KLF-4/5 por parte
de este miRNA provoca el aumento de la expresion de miocardina y de genes del
musculo liso contractil lo que promueve un fenotipo contractil en las VSMC [136].
En modelos de ratones ApoE("), al administrar un mimético de miR-145 se limité la
carga de la placa en ratones propensos a la aterosclerosis [137]. Ademas, en placas
ya formadas, redujo la inflamacién y aumenté el area de la capa fibrosa y el
contenido de colageno, lo que dio lugar a la estabilizaciéon de la placa [136,137]. En
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experimentos in vitro con VSMC sintéticas derivadas de pacientes con
aterosclerosis se observo que el mimético de miR-145 pueden restaurar por
completo el fenotipo contractil de las VSMC [137].

Otro de los blancos del miR-145 es el mRNA del gen del receptor F11 (F11R) [138],
el cual se encuentra sobreexpresado en pacientes con aterosclerosis [138]. F11R
junto con su ligando, el antigeno asociado a la funcion de los linfocitos-1 (LFA-1),
promueven el aumento de la permeabilidad endotelial, al flexibilizar las uniones
estrechas y promover la migracion de CE [138]. Yang y colaboradores [138]
demostraron que el tratamiento con exosomas derivados de células madre
mesenqguimales de cordon umbilical humano (HUC-MSC) ricos en miR-145 regulan
a la baja a F11R, inhiben la migracion de CE in vitro y reducen la placa

aterosclerética in vivo en ratones ApoE(").

microRNA-155: Se ha observado que miR-155 se expresa en gran medida en
macrofagos activados [139-141], en plasma de pacientes con sindrome coronario
agudo, y en plasma de pacientes con aterosclerosis [142,143]. Algunos de los
blancos de miR-155 son los mRNA de los genes de la proteina 6 del linfoma de
células B (BCL6) [142,143], la proteina supresora de la sefializacion por citocinas-1
(SOCS1) [144,145] y el factor de transcripcion 1 asociado a la caja HMG (grupo de
alta movilidad, por sus siglas en inglés) (HBP1) [146]. BCL6 es una proteina que en
los macréfagos inhibe la expresion de la quimiocina MCP-1 [142,143]. De hecho, se
ha observado que el silenciamiento del gen Bcl6 en ratones alimentados con una
dieta alta en grasas aumenta el area de la lesion aterosclerética y el niumero de

macrofagos de lesion [144].

Se ha demostrado que miR-155, tanto en modelos de ratones ApoE(") como en
macrofagos humanos THP-1 in vitro estimulados por ox-LDL, promueve la
respuesta inflamatoria y la progresion de la aterosclerosis al dirigirse al mMRNA del
gen SOCSL1 [145]. La proteina SOCSL1 funciona como regulador negativo de la via
de sefializacion JACK/STAT [145], por lo que miR-155, al disminuir la traduccion de
la proteina SOCS1, potencializa la sefializacién sobre STAT3, lo que promueve la

produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, como MCP-1, IL-5, y TNF-
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a [145]. Ademas, se confirmé que al bloquear a miR-155 con antagomiR-155 en
ratones ApoE(") con dietas altas en grasas, aumenta la estabilidad de las placas
ateroscleroéticas al disminuir la cantidad de macrofagos y al aumentar la deposicion

de colageno en éstas [145].

Por su parte, la proteina HBP1 disminuye la produccion de ROS al reprimir la
expresion del factor citosélico de neutréfilos 1 (NCF1), proteina citosélica que forma
parte de la NADPH oxidasa, en las células endoteliales, y es capaz de suprimir la
captacion de lipidos al reprimir también al factor inhibidor de la migracién de
macréfagos (MIF) [146]. Cuando miR-155 regula a la baja la traduccion de dicha
proteina, induce la formacion de células espumosas, ya que aumenta la captacion
de lipidos por parte de los macrofagos, ademas, aumenta la produccion de ROS, lo

gue favorece el desarrollo de la aterosclerosis [146].

microRNA-217: Los niveles de miR-217 se encuentran elevados en macréfagos
humanos THP-1 tratados con ox-LDL y en pacientes con aterosclerosis [147]. Sin
embargo, en HAEC tratadas con ox-LDL y en ratones ApoE() ateroscleréticos, este
mMIiRNA se encuentra significativamente disminuido [148,149]. El miR-217 puede
aumentar la apoptosis y la inflamacién (al aumentar la produccion de IL-1B e IL-6)
en macrofagos THP-1 al dirigirse al mMRNA de gen SIRT1 [147]. Ademas, estudios
in vitro han demostrado que la utilizacion de antagomiR de miR-217 en macréfagos
THP-1 tratados con ox-LDL, inhibe el aumento de triglicéridos, colesterol total y la

inflamacion, y existe un aumento de la concentracién de la proteina SIRT1 [147].

Sin embargo, se ha observado que, en HAEC tratadas con ox-LDL, miR-217 puede
regular el dafio inflamatorio al dirigirse al mMRNA del gen de la proteina de respuesta
de crecimiento temprano 1 (EGR1), lo que reduce su traduccion [147]. El aumento
de EGR1 conduce a la regulacién positiva del factor tisular, TNF-a, IL-1a/8, ICAM-
1, PDGF y TGF-B [148]. Ademas, miR-217 inhibe la apoptosis de las células
endoteliales aodrticas tratadas con ox-LDL, al dirigirse al mRNA del gen del canal
intracelular de cloruro 4 (CLIC4) [149]. El aumento de CLIC4 estad altamente
relacionado con el aumento de TP53 y la apoptosis celular; sin embargo, su

participacion todavia sigue siendo poco clara.
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microRNA-325: Pu y colaboradores [150], descubrieron que miR-325 se encuentra
aumentado en tejidos arteriales de ratones ateroscleréticos. Ademas, observaron
gue miR-325 inhibia el eflujo de colesterol en células RAW264.7 y aumentaba la
viabilidad de las HA-VSMC, lo que contribuye al desarrollo de la aterosclerosis [150].
Estos efectos se atribuyen a que uno de los blancos de este miRNA, es el mRNA
del gen de la desmetilasa de lisina 1A (KDMZ1A) [150], un gen que codifica para la
enzima KDM1A que modula la dinamica de la metilaciéon de las histonas y de
proteinas no histonas [150], que esta relacionada con la producciéon de SREBP-1
gue es importante junto con la sintesis de esteroles para la actividad del receptor
LXRa, que contribuye a la potenciacion de los transportadores de colesterol y el
eflujo de éste, mecanismo por el cual los macrofagos expulsan el colesterol

adicional, frenando la aterosclerosis [150].

Cuando el miR-325 se une con su blanco, disminuye los niveles de la enzima
KDM1A y por tanto, disminuye el eflujo del colesterol en los macréfagos,
contribuyendo al desarrollo de la aterosclerosis [150]. Aunque el papel exacto de
KDM1A en la regulacion del eflujo de colesterol sigue sin estar del todo claro, ahora
se sabe que miRNA-325 modula la progresion de la aterosclerosis en ratones y en
VSMC de ratones, después del tratamiento con ox-LDL, a través, del eje
KDM1A/SREBF1 /LXRa/ABCAL, lo que lo convierte en un posible blanco para el
tratamiento de la aterosclerosis [150]. Ademas, la inhibicion de miR-325 en ratones
facilitd el eflujo del colesterol, disminuyendo en el suero el contenido de colesterol
total, triglicéridos y niveles de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1B y TNF-a
[150].

microRNA-410: Algunos estudios han demostrado que la exposicién con ox-LDL
aumenta los niveles de miR-410 en las HUVEC cultivadas y en la aorta toracica del
raton [151], ademas, de incrementar los niveles de citocinas proinflamatorias y de
moléculas de adhesion [151]. Uno de los blancos de miR-410 es el mRNA del gen
HDAC1, el cual codifica para la proteina HDAC1, que se dirige al factor de
transcripcion KLF5, aumentando la expresion de IKBa, lo que suprime a NF-kB v,
por tanto, la produccion de citocinas proinflamatorias [151]. Cuando miR-410 se une
a su blanco, los niveles de HDACL1 disminuyen, por lo que NF-kB puede inducir la
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transcripcion de citocinas proinflamatorias y favorecer la progresion de la
aterosclerosis [151]. Se ha demostrado que la regulacién a la baja de KLF5 protege

contra la aparicion de lesiones vasculares [127,131].

El silenciamiento de miR-410 o la sobreexpresion de HDAC1 en las HUVEC con
aterosclerosis in vitro, aumenta la viabilidad celular, suprime la apoptosis y la
reaccién inflamatoria [151]. Ademas, el bloqueo de miR-410 promueve la expresion
de HDAC1 y aumenta los niveles de IKBa a través de KLF5 para suprimir NF-kB,
previniendo asi el desarrollo de la aterosclerosis [151].

microRNA-1914-5p: La expresion de miR-1914-5p esta regulada a la baja en
pacientes con enfermedad arterial coronaria [152]. En células endoteliales
vasculares humanas EA.hy926, se ha observado que el agotamiento de miR-1914-
5p esta relacionado con el aumento de la expresion de ICAM-1 y la adhesion de
monocitos a las células [153]. Ademas, la IL-13 disminuye la expresion de miR-
1914-5p en las células EA.hy926 [153], la cual es una citocina que se ha observado
gue esta sobreexpresada en la aterosclerosis [154]; aunque el mecanismo por el
cual lleva a cabo dicha disminucion no esta del todo dilucidado. La utilizacion de un
mimético de miR-1914-5p suprime la adhesién de monocitos y la expresion de
ICAM-1 inducida por IL-1B en las células endoteliales [153], por lo que dicho
microRNA puede evitar el desarrollo de la aterosclerosis. Este efecto se puede
deber a que uno de los blancos del miR-1914-5p es el MRNA del gen que codifica
para la proteina que contiene motivos tripartita 14 (TRIM14) [153].

La proteina TRIM14 es un regulador positivo de la activacion endotelial, a través de
la activacion de la via de sefializacion NF-kB [155]. Se ha observado que TRIM14
se expresa en gran medida en las CE vasculares humanas y que es estimulada
altamente por efectos inflamatorios, tanto in vitro como in vivo [155]. TRIM14 actua
como una proteina adaptadora que facilita la interaccion de NEMO y TAK, mediante
la cual se promueve la sefalizacion de NF-kB, inducida por citocinas como TNF-a y

la IL-1B, y por la activacion endotelial [155].

Otros microRNA: miR-146a puede aumentar la produccion de citocinas
proinflamatorias al dirigirse al mMRNA del gen Hdacl en ratones ApoE(/)
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ateroscleroticos in vivo [156]. De hecho, la inhibicibn de miR-146a con
oligonucledtidos antisentido en ratones ateroscleréticos, redujo los niveles de
colesterol total, triglicéridos, LDL-C, TNF-a e IL-6, y aument6 los niveles de HDL,
MnSOD y CAT [156].

En HUVEC in vitro, se ha observado que miR-200c es activado por ROS y puede
acelerar la senescencia en las células endoteliales al dirigirse al mMRNA del gen
SIRT1 [157]. Por su parte, miR-19a puede mantener un estado proliferativo bajo en
las HUVEC in vitro al inhibir la traduccién de la ciclina D1 (CCND1) al unirse a la
region 3’ UTR de su mRNA, lo que provoca que estas células sean incapaces de
repararse [158]. La ciclina D1 forma un complejo y funciona como una subunidad
reguladora de las cinasas dependientes de ciclina (CDK) 4 o 6, y la actividad del
complejo ciclina D/CDK4/6 es necesaria para la transicion G1/S del ciclo celular
[158]. Ademas, otros microRNA pueden inducir a la formacion de células
espumosas, al dirigirse al mRNA del gen ABCA1 como miR-758, miR-128-2, miR-
148a y miR-106b [47].

En las siguientes figuras (Figura 10, 11 y 12) se muestra un resumen de la
participacion de diversos miRNA involucrados en el desarrollo de la aterosclerosis,
al participar en la disfuncion de las CE, la adquisicion del fenotipo osteogénico de

las VSMC y en la formacion de células espumosas.
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Figura 10. Participacion de los microRNA en la disfuncion endotelial y la senescencia celular en la
aterosclerosis. La senescencia de las CE es un estado celular que se ha atribuido a un aumento de
la probabilidad de aterogénesis. Diversos microRNA (miRNA) participan en los procesos de
disfuncién y senescencia de células endoteliales (CE), tales como miR-34a y miR-200c, que inhiben
la traduccién de proteinas que se encargan de regular la inflamacién vascular en respuesta de
estimulos que alteran la homeostasis celular. Algunos miRNA como miR-410, participan en
diferentes procesos celulares, ocasionando el aumento del ambiente inflamatorio durante la
aterosclerosis. También existen otros miRNA que son considerados ateroprotectores debido a que
regulan negativamente procesos que aumentan la progresion de la aterosclerosis como miR-126-5p.
DAMP, patrones moleculares asociados a dafio; PAMP, patrones moleculares asociados a
patégenos; HDAC1, histona deacetilasa 1; MDM2, proteina ligasa de ubicuitina E3 Mdm2; PIPs,
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; PTEN, proteina homéloga de fosfatasa y tensina; AKT, proteina
cinasa B; eNOS, 6xido nitrico sintetasa endotelial; F11R, receptor F11; SPRY1, proteina sprouty
homdloga 1; TNF, factor de necrosis tumoral; MAPK1, proteina cinasa 1 activada por mitdgenos;
JNK, cinasa N-terminal c-jun ; FT, factor de transcripcion, DUSP-8, fosfatasa de doble especificidad
8; PPARY, receptor y activado por el proliferador de peroxisomas; TRIM14, proteina que contiene
motivos tripartita 14 ; NF-kB, factor de transcripcién nuclear kappa B; KLF5, factor de tipo Kriippel 5;
SIRT1, sirtuina 1; CLIC4, canal intracelular de cloruro 4; DLK-1, proteina homdloga a delta 1; SMAD1,
proteina de la familia SMAD miembro 1; SOCS3, supresor de la sefializacion de citocinas 3; PVAT,
tejido adiposo perivascular; VCAM-1, molécula de adhesién de células vasculares 1; MV,

microvesiculas; ROS, especies reactivas de oxigeno. (Figura creada en Biorender.com).
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Figura 11. Participacion de los microRNA en la proliferacion y diferenciacion de células de musculo
liso vascular en la aterosclerosis. Algunos miRNA evitan la transdiferenciacion de las células del
musculo liso vascular (VSMC) a un fenotipo sintético que son responsables de la calcificacién de las
placas ateroscleroticas, ya que inhiben la traduccién de proteinas que inhiben a los genes
contractiles, tal como miR-143. Por otra parte, otros miRNA inhiben la proliferacion y migracion de
las VSMC, por ejemplo, inhibiendo la via MAPK que est& involucrada en la expresion de diversas
moléculas. MAPK1, proteina cinasa activada por mitdgenos 1; ATG2B, proteina 2B relacionada con
la autofagia; WNT5A, proteina miembro de la familia Wnt 5A; CaMKII, calmodulina; NF-AT, factor
nuclear de las células T activadas; ACAN, proteina Aggrecan; COL2AL, colageno tipo Il alfa;
SOX5/6/9, factor de transcripcion 5/6/9 de la caja SRY; KLF4/5, factor de tipo Krippel 4/5; ELK-1,
proteina 1 que contiene el dominio ETS; PODXL, podocalixina; SP7, osterix; MMP2,
metaloproteinasa de matriz 2, EVI1, proteina homéloga del sitio de integracion del virus ecotropico
1; MECP2, proteina de unién a metil-CpG 2; KEAPL, proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch; NRF2,
factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2; HMGBL1, proteina de la caja 1 del grupo de alta

movilidad; ICAM-1, molécula de adhesion intercelular 1. (Figura creada en Biorender.com).
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Figura 12. Participacion de los microRNA en la formacion de las células espumosas en la
aterosclerosis. Diversos microRNA son responsables de la formacion de células espumosas, ya que
impiden el eflujo del colesterol, provocando que estas queden atrapadas dentro de la intima arterial
donde sufren apoptosis debido al estrés celular, contribuyendo a la formacion del nicleo necrético
protrombético de las placas. Por su parte, existen otros miRNA, que son responsables de promover
el reclutamiento de monocitos a las placas, aumentar la captacion de lipidos y la produccién de
citocinas proinflamatorias como miR-155. ABCAL1, transportador dependiente de ATP Al; NPC1,
transportador de colesterol Niemann-Pick C; LXRa, receptor X hepatico a; KDM1A, lisina desmetilasa
1; HBP1, factor de transcripcion asociado a la caja HMG; SIRT1, sirtuina 1; BCL6, proteina 6 del
linfoma de células B; MIF, factor inhibidor de la migracién de macrdfagos; RECK, proteina rica en
cisteina inductora de reversion con motivos kazales; SOCS1, supresor de la sefializacion de citocinas
1; STAT3, traductor de sefiales y activador de la transcripcion 3; NLRP3, receptor tipo NOD que
contiene un dominio de Pirina 3; JACK, cinasa activada por Janus; MCP-1, proteina quimioatrayente

de monocitos 1; TNF-a, factor de necrosis tumoral a. (Figura creada en Biorender.com).
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8. Las vesiculas extracelulares y los microRNA como biomarcadores de

aterosclerosis

Debido a que las vesiculas extracelulares estan presentes en diferentes fluidos
biologicos, se ha tenido un gran interés en su utilizacion como biomarcadores de
diferentes patologias [53,160]. Sin embargo, la manipulacién, el retraso y el
almacenamiento de muestras de plasma son las principales fuentes de pérdida de
la composicion de las vesiculas extracelulares, por lo que es muy importante la

estandarizacion encabezada por la ISEV [32].

Existen estudios que han reportado que los niveles de EV en sangre periférica
correlacionan con la presencia de enfermedades cardiovasculares 'y
cardiometabdlicas, es decir, en estas patologias las EV estan aumentadas, como
es el caso de diabetes mellitus, obesidad, aterosclerosis, enfermedad arterial
coronaria e infarto de miocardio [26-33]. Ademas, se ha observado que, en
pacientes con enfermedades -cardiovasculares, los niveles plasmaticos de
exosomas provenientes de plaquetas, leucocitos, eritrocitos y CE aumentan
respecto a sujetos sanos [44]. Asi mismo, en pacientes con sindrome coronario
agudo se generan MV en monocitos, CE y en plaguetas, cuando estas ultimas son

activadas [44].

En la aterosclerosis, las placas contienen grandes cantidades de EV derivadas
principalmente de leucocitos, que reflejan la inflamacion local, y en la cual existe
una correlacion entre el aumento de MV principalmente, y la progresion de la placa
aterosclerotica [33,161]. Asimismo, la deteccion de anexina V en las MV que son
liberadas a la circulacion por las CE, puede usarse como un biomarcador potencial
de dafio endotelial durante las complicaciones ateroscleréticas. Ademas, en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con aterosclerosis asintomatica, también se
ha demostrado la presencia de anexina V en MV que son originadas por CE
apoptoticas [161]. De igual manera, se ha reportado que el contenido de anexina V
en las EV plaquetarias esté elevado en pacientes con hipercolesterolemia familiar

heterocigdtica con mutaciones en el gen del receptor de lipoproteinas de baja
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densidad (LDLR) con placa aterosclerética, en comparacion con pacientes sin placa
[162].

Las EV de leucocitos podrian también ser un biomarcador potencial para determinar
la vulnerabilidad de la placa, debido a que varios estudios sugieren que las EV
leucocitarias estan elevadas en pacientes con placas carotideas inestables, en
comparacion con pacientes con estenosis carotidea estable [160]. Otro posible
biomarcador para la deteccion temprana de aterosclerosis es la GTPasa RAP1
(proteina relacionada con Ras 1), que esta en grandes cantidades en EV de

pacientes con sindrome cardiometabolico [163].

Es importante recalcar que los diferentes miRNA contenidos en las EV pueden ser
utilizados como biomarcadores, debido a que se encuentran aumentados o
disminuidos en pacientes con aterosclerosis comparados con individuos sanos, y
porque tienen una alta estabilidad al estar unidos con particulas de HDL [47,160].
Ademas, también los miRNA pueden estar circulando en la sangre permaneciendo
estables en el suero y otros fluidos corporales porque estan protegidos de la
degradacion por las RNAasas, muy probablemente por la alta estabilidad de la
proteina AGO2 y los complejos AGO2-miRNA [41-43], lo que aumenta la posibilidad
de que se utilicen como biomarcadores para el diagndstico de la aterosclerosis y
diversas enfermedades [47]. En la actualidad, los miRNA circulantes se han
estudiado como biomarcadores eficaces para detectar tempranamente las
enfermedades cardiovasculares y evitar sus complicaciones [160,162]. Cabe
resaltar que, una de las principales ventajas en la utilizacion de los miRNA como
biomarcadores es por la sensibilidad y sencillez de las técnicas utilizadas para su
cuantificacion, como es la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-gPCR), realizada en tiempo real [47]. Diferentes estudios han reportado
gue se puede detectar la desregulacion de los miRNA tanto en plasma como en
suero de pacientes con enfermedad arterial coronaria [164]. Ademas, se ha
informado que para la deteccion de miRNA en plasma es mejor la utilizacion de
EDTA como anticoagulante, en lugar de citrato o heparina al momento de la
recoleccién de la muestra [164]. A continuacién, en la Tabla 2 se muestran los
microRNA circulantes que pueden ser utilizados como biomarcadores [47].
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Tabla 2. Posibles microRNA circulantes que podrian ser utilizados como

biomarcadores de aterosclerosis y enfermedades relacionadas.

MicroRNA Incremento o disminucién en enfermedades Ref.
cardiovasculares
miR-1 Incrementado en pacientes SCA y aumenta el valor | [165] [166]
diagnéstico del marcador de lesion cardiaca hs-Tn
miR-10a Disminuido en pacientes con EAC y niveles mas bajos en | [167] [168]
pacientes con IAMCEST
miR-17-5p | Incrementado en pacientes con EAC [59] [165]
miR-21 Incrementado en pacientes con ictus, en pacientes con EAC | [70] [71]
y en pacientes con SCA. En SCA aumenta el valor | [165] [166]
diagnéstico de la hs-Tn
miR-22 Disminuida en pacientes con ECA [78] [169]
miR-122 Incrementado en pacientes con EAC, IAM vy shock | [99][100]
cardiogénico. Posible biomarcador de inestabilidad de la
placa aterosclerética
miR-126 Incrementado en pacientes con Al; aumenta el riesgo de IAM | [111] [170]
miR-130a Incrementado en pacientes con aterosclerosis obliterante [117]
miR-133a | Aumenta en pacientes con EAC e IAM. Ademés, esta mas | [171] [172]
elevado en pacientes con IAMCEST [173]
miR-134 Incrementado en pacientes con EAC e IAM. Ademas, estéa [173]
mas elevado en pacientes con IAMCEST
miR-141 Disminuido en pacientes con aterosclerosis. [120]
miR-143 Disminuido en pacientes con hiperhomocisteinemia y en | [128] [129]
pacientes con “placas en la arteria carétida
miR-144 Aumentado en pacientes con EAC [160]
miR-145 Disminuido en pacientes con EAC y en pacientes con SCA [174] [175]
miR-146a Incrementado en pacientes con SCA [166]
miR-155 Incrementado en pacientes con SCA'y en pacientes con ECA | [139] [140]
[142]
miR-208a Marcador de diagnoéstico detectable temprano de IAM [171] [172]
miR-208b Marcador de diagnostico detectable temprano de IAM y de | [171] [172]
prediccion de mortalidad
miR-320a Incrementado en pacientes con IAM [171] [176]
miR-499 Incrementado en pacientes con SCA e IAM; aumenta el valor | [166] [171]
diagnéstico de la hs-Tn; ademas, esta mas elevado en [176]
pacientes con IAMCEST
miR-1914-5p | Disminuido en pacientes con EAC [152]
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Al, ngina inestable; 1AM, infarto agudo al miocardio; EAC, enfermedad arterial coronaria;
SCA, sindrome coronario agudo; IAMCEST, infarto de miocardio con elevacion de

segmento ST; hs-Tn, troponina de alta sensibilidad.

También se ha informado un mejor pronostico de las enfermedades relacionadas
con la aterosclerosis al utilizar diferentes miRNA juntos como biomarcadores, como
en la deteccion de angina de pecho inestable, que con la combinacién de miR-132,
miR-150 y miR-186 [177] se tuvo un mejor diagndstico en comparacién con
biomarcadores clasicos combinados como hs-Tnl (troponina de alta sensibilidad),
péptido natriurético de tipo B (BNP), proteina C reactiva y cistatina C [177]. Ademas,
la busqueda de miRNA en tejidos diferentes a la sangre que son menos accesibles,

también han sido menos Utiles para el analisis de biomarcadores [165].

Por ultimo, es importante resaltar que se necesitan realizar estudios a gran escala
en humanos para validar el potencial de los miRNA como biomarcadores de la
enfermedad aterosclerética y sus complicaciones [165]. Asi mismo, estos estudios
deben concentrarse en determinar el valor prondstico de las desregulaciones del
mMiRNA antes de la aparicion de sintomas cardiovasculares clinicos, ya que, en la
mayoria de las investigaciones, no se ha podido determinar este valor por falta de
seguimiento en los pacientes [165].
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9. Discusion

En el pasado se consideraba a la aterosclerosis como una enfermedad cuyo origen
y progresion se debia tnicamente al almacenamiento de lipidos en las arterias [3,4].
Posteriormente, diferentes estudios reportaron que los mecanismos inflamatorios
gue son mediados por el sistema inmunolégico, como el reclutamiento de los
leucocitos en el sitio de la lesion, participaban en la progresion de las lesiones
ateroscleroticas [11-16]. En la actualidad, se han dilucidado ain mas los
mecanismos involucrados en el desarrollo de la aterosclerosis, por lo que diferentes
estudios han informado la participacién de las EV y los microRNA en el desarrollo y
la progresién de las placas ateroscleréticas [9,34,43-49,51,52,47-58,178-180].

La caracteristica mas importante de la aterosclerosis es la formacién de las placas
ateroscleroticas, también conocidas como ateromas [6], los cuales estan formados
por un nuacleo lipidico, un nucleo necrotico constituido por macréfagos apoptoticos
y una capa fibrosa gruesa que se forma por la secrecion progresiva de compuestos
como colageno, elastina y fibronectina por parte de las VSMC sintéticas [13,16]. En
la aterosclerosis, las EV participan regulando la comunicacion intercelular entre los
leucocitos, CE y las VSMC a traves de la secrecion de diferentes moléculas como
los miRNA, que modulan los procesos relacionados con el desarrollo de la placa
ateroscleroética [37,40,47,55,178], ademas de otras moléculas implicadas en la
inflamacién y la infiltracién de células inflamatorias en las placas como ICAM-1,
VCAM-1, IL-6, IL-8, MCP-1, selectina E y ROS [43], por lo que tanto las EV y los
mMiRNA juegan un papel central en el inicio de la patogénesis y la progresién de esta
enfermedad [45-51,178].

A continuacién, en la Tabla 3 se encuentra un resumen de los miRNA que estan
aumentados durante la aterosclerosis, y en la Tabla 4 un resumen de los miRNA

gue se encuentran disminuidos durante la aterosclerosis.
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Tabla 3. microRNA que se encuentran aumentados durante la aterosclerosis.

Efectos sobre la Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA progresién de la blanco Aumento (1) Reduccién (|) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
Ateroprotector MYLK/Mylk IVCAM-1 HUVEC, ratones ApoE(") [53]
miR-1 Proaterogénico KLF4 1E-selectina, 1VCAM-1, 1ICAM-1, 1IL- | Hepatocitos esteatéticos humanos [55]
1 tMMP-1
miR-19a Proaterogénico CCND1 | Proliferaciéon de las CE e incapacidad | HUVEC [158]
para repararse
ABCA1/Abcal Formacion de células espumosas, 1CT, | Macréfagos humanos THP-1 vy [65]
miR-19b 1CL peritoneales de ratén, ratones ApoE®")
Proaterogénico SOCS3/Ssocs3 1 Citocinas proinflamatorias, | Células humanas Caco2 y HT29, PVAT [67]
tmacréfagos ratones ApoE("
PPARG 1 Citocinas proinflamatorias como TNF- | HUVEC [68]
a, IL-6 elIL-8
miR-19b-3p Proaterogénico PPARGC1A | Mitocondrias, 1ROS, 1 estrés HAEC [66]
oxidativo, 1 citocinas proinflamatorias
ABCA1/Abcal | Formacion de células espumosas, 1 | Ratones ApoE®H), macrofagos [60]
miR-17-5p Proaterogénico CT, 1CL humanos THP-1
VLDLR/NVIdIr 1 LDL en plasma Ratones  ApoE"  ateroscleroticos, [61]
macrofagos de raton RAW264.7
Ateroprotector PTEN |Apoptosis, 1 fosforilacion del eNOS HUVEC [72]
Pdcd4 | Citocinas proinflamatorias Macrofagos peritoneales de raton WT [73]
C57BL/6
miR-21 DUSP8/Dusp8 | 1 Migracién y la adhesion de Macrofagos derivados de médula ésea | [76] [77]
Proaterogénico macroéfagos de ratén, macréfagos THP1, células
endoteliales humanas
RECK TMMP-9, inestabilidad de la placa Macréfagos humanos [75]
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Continuacion de la Tabla 3.

Efectos sobre la Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA | Progresion de la blanco Aumento (1) Reduccion (]) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
Proaterogénico SPRY1 tVCAM-1, tMCP-1, 1 permeabilidad HUVEC [84]
endotelial
miR-29b MT1A/Mtal tPermeabilidad endotelial, tapoptosis, | Ratones ApoE("), ratones miR- [86]
T1ICAM-1, TNF-kB 29b”, HUVEC
Ateroprotector MMP2 Evita la inestabilidad de la placa. VSMC humanas [85]
miR-33a Proaterogénico ABCA1/Abcal Formacion de células espumosas, Ratones ApoE ("), miR-337~ y Ldlr 7, | [90] [91]
1 CT, 1CL macréfagos THP-1
miR-33b Proaterogénico ABCA1 Formacion de células espumosas, Macréfagos humanos THP-1, [90]
1 CT, 1CL
miR33a/b Proaterogénico NPC1 Formacidn de células espumosas, Macrofagos humanos THP-1 [91]
1 CT, 1CL
Abcgl Formacion de células espumosas, Células RAW264.7 de ratén, Ratones [94]
1CT y CL en plasma ApoE™), ratones Ldlr 7
ABCA1/Abcal Formacidn de células espumosas, Células RAW264.7, macréfagos THP- [94]
Proaterogenico 1 CTy CL en plasma 1, ratones ApoE("
NR1H3 Formacion de células espumosas, Macréfagos THP-1 [94]
miR-34a 1 CT y CL en plasma
HDAC1 1 Apoptosis HAEC [95]
AXL 1Senescencia, |proliferacion, HASMC [97]
tcalcificacion
SIRT1 1Senescencia, |CAT, IMnSOD, | HASMC [97][98]
|proliferacién, 1calcificacion
Sirt6 1Apoptosis, y la inflamacién |autofagia | AF aérticos de rata [102]
miR-122 Proaterogénico XIAP 1 Apoptosis HAEC [103]
miR-125a-5p Proaterogénico TET2 Activacién del inflamasoma, fcitocinas | HUVEC [104]
proinflamatorias, | Autofagia
Ateroprotector EDN1 | Disfuncién endotelial HUVEC [106]
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Continuacion de la Tabla 3.

Efectos sobrela | Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA | Progresion de la blanco Aumento (1) Reduccion (]) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
EDN1 | Disfuncion endotelial HUVEC [106]
miR-125b Ateroprotector PODXL | ICAM-1, | adhesion HA-VSMC, HUVEC [109]
SP7 Las VSMC no adquieren un fenotipo | HA-VSMC [110]
sintético

. PPARG 1 Citocinas proinflamatorias como TNF- | HUVEC [116]

miR-130a Proaterogénico a, IL-6 e IL-8
ATG2B |Autofagia, |Proliferacion de VSMC VSMC primarias de artera femoral [118]

humana
miR-130a-3p Ateroprotector S1PR2 |Permeabilidad endotelial HUVEC [119]
ABCA1/Abcal Formacién de células espumosas, 1CT, | Monocitos humanos THP-1, [133]
miR-144-3p Proaterogénico 1CL, tmacroéfagos en la placa macrofagos murinos J774, ratones [134]
ApoE™y LdIrth
miR-144-5p Proaterogénico SMAD1 | Proliferacion de CE, | migracion de | HUVEC [135]
CE. tapoptosis de CE
miR-146a Proaterogénico Hdac1l 1 Citocinas proinflamatorias Ratones ApoE®" [95]
BCL6/Bcl6 T MCP-1 Macréfagos humanos THP-1 [142]
[143]
SOCS1/Socsl |t Citocinas  proinflamatorias, 1 | Ratones ApoE"), macréfagos THP-1 [144]
miR-155 Proaterogénico macrofagos en las placas [145]
HBP1 tROS, formacion de  células | Ratones ApoE("), macrofagos THP-1, [146]
Hbpl espumosas células Raw264.7

miR-200c Proaterogénico SIRT1 1Senescencia de CE, |eNOS HUVEC, HEK293 y mioblastos murinos [157]

C2C12
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Continuacioéon de la Tabla 3.

Efectos sobrela | Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA | Progresion de la blanco Aumento (1) Reduccion (]) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
Proaterogénico SIRT1 tApoptosis de macréfagos, Macrofagos humanos THP-1 [147]
tinflamacion.
miR-217 EGR1 lInflamacion, |factor tisular, | TNF-a, HAEC [148]
Ateroprotector lIL-1a/B, |ICAM-1
CLIC4 |Apoptosis CE adrticas humanas [149]
miR-325 Proaterogénico KDM1A/Kdmla | 1 Formacion de células espumosas Células RAW264.7, HA-VSMC, [150]
ratones ApoE")
miR-410 Proaterogénico HDAC1 1Citocinas proinflamatorias y HUVEC [151]
moléculas de adhesion, 1Apoptosis

CT,; colesterol total; CL, colesterol libre; CE, células endoteliales; VSMC, células del musculo liso vascular; HA-VSMC, células del musculo liso
vascular de aorta humana; HUVEC, células endoteliales de la vena umbilical humana; HASMC, células de musculo liso vascular de arterias
humanas; AF, fibroblastos adventicios; MYLK, gen de la cinasa de la cadena ligera de miosina; KLF4/5, gen del factor 4/5 similar a Kruppel; CCND1,
gen de la ciclina D1; ABCA1, gen del transportador dependiente de ATP Al; SOCS1/3, gen supresor de la sefializacion de citocinas 1/3, PPARG,
gen del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas; PPARGC1A , gen del coactivador 1 alpha del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas gamma; VLDLR, gen del receptor de lipoproteinas de muy baja densidad; PTEN, gen homologo de fosfatasa y tensina;
Pdcd4, gen la proteina de muerte celular programada 4; DUSP8, gen de la fosfatasa de doble especificidad 8; RECK, gen de la proteina rica en
cisteina que induce la reversiéon con motivos Kazal; SPRY1, gen de la proteina sprouty homoéloga 1; MT1A, gen de metalotioneina 1; MMP2, gen de
la metaloproteinasa de matriz 2; NPC1, transportador de colesterol Niemann-Pick C; Abcgl, gen del transportador dependiente de ATP g1; NR1H3,
receptor nuclear subfamilia 1 grupo H miembro 3 ; HDAC1, gen de la histona deacetilasa 1; SIRT1/6, gen de la sirtuina 1/6; XIAP, gen de la proteina
del inhibidor de la apoptosis ligada al cromosoma X; VCAM1, gen de la molécula de adhesion de células vasculares 1; ATG2B, gen de la proteina
2B relacionada con la autofagia; SMAD1, Mothers against decapentaplegic homolog; BCL6, gen de la proteina 6 del linfoma de células B; HBP1,
gen de la proteina 1 de transcripcion de la caja del grupo de alta movilidad; EGR1, gen de la proteina de respuesta de crecimiento temprano-1;
CLIC4, gen del canal intracelular de cloruro 4; KDM1A, gen de la lisina-desmetilasa 1; TET2, gen TET (translocacion diez-once) metilcitosina
dioxigenasa 2; S1PR2, gen del receptor 2 de esfingosina-1-fosfato; PODXL, gen de podocalixina; EDN1, gen de la endotelina 1; SP7, gen osterix;
AXL, gen del receptor de la tirosina cinasa AX.
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Tabla 4. microRNA que se encuentran disminuidos durante la aterosclerosis.

las VSMC

Efectos sobrela | Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA | progresion de la blanco Aumento (1) Reduccion (]) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
miR-10a Ateroprotector GATA6/Gata6 | | VCAM-1 CE humanas, ratones ApoE®") [56]
NLRP3 linflamacién Macréfagos humanos THP1, [81]
EVI1l/Evil 1 VSMC contractiles VSMC humanas y de ratdn [79]
MECP2/Mcep2 1 VSMC contréctiles VSMC humanas y de ratén [79]
miR-22 Ateroprotector HMGB1/Hmgbl | |Proliferacion y migracion de VSMC HASMC, modelo de lesién por balén de [80]
|citocinas proinflamatorias la carétida de rata.
miR-125a-3p Ateroprotector MAPK1 | Proliferaciéon de VSMC, | migracién VSMC [107]
de VSMC
miR-126-5p Ateroprotector DLK1 1 Proliferacion de CE HUVEC [112]
miR-126-3p RGS16/Rgs16 |Reclutamiento de células | HUVEC, células del musculo liso y [113]
Ateroprotector inflamatorias, estabilidad en la placa, | células endoteliales adrticas
regeneracion endotelial
VCAM1 |Adhesion de leucocitos a CE | HUVEC [115]
activadas
miR-141-5p Ateroprotector HMGB1 | Proliferacion de VSMC, | migracién VSMC humanas de arteria coronaria [126]
de VSMC, |inflamacion primaria
miR-141-3p WNT5A | Proliferacion VSMC, | migracion Macréfagos humanos THP-1, VSMC [120]
VSMC humanas [123]
Ateroprotector KEAP1/Keapl | Proliferacién VSMC, | migracion VSMC humanas de artera coronaria [121]
VSMC, 1 genes antiinflamatorios y primaria, ratones ApoE(")
antioxidantes
| Proliferacion, | fenotipo sintético en VSMC de rata, VSMC humanas, SMC [127]
KLF4/KIf4 las VSMC de arteria pulmonar humana A0184, [129]
miR-143 Ateroprotector VSMC de arteria pulmonar de rata
KLF5 | Proliferacion, | fenotipo sintético en VSMC humanas [131]
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Continuacion de la Tabla 4.

Efectos sobrela | Gen del mRNA Efecto en la aterosclerosis Modelo
microRNA | progresion de la blanco Aumento (1) Reduccion (]) in vivo/in vitro Ref.
aterosclerosis
KLF4/KIf4 |Proliferacién y del fenotipo sintético VSMC de rata, VSMC humanas, SMC [127]
en las VSMC de arteria pulmonar humana AO184, [130]
SMC de arteria pulmonar de rata [136]
miR-145 Ateroprotector [137]
KLF5/KIf5 | Proliferacion y del fenotipo sintético VSMC humanas, VSMC sintéticas [136]
en las VSMC humanas, ratones ApoE") [137]
ELK1/Elk1 | Proliferacion y del fenotipo sintético VSMC huamanas, VSMC sintéticas [136]
en las VSMC humanas, ratones ApoE")
F11R/F11r |Migracién de CE, |permeabilidad CE humanas, ratones ApoE®), HUC- [138]
endotelial MSC
miR-1914-5p Ateroprotector TRIM14 LICAM-1, | adhesion de monocitos Células endoteliales vasculares [153]
| Citocinas proinflamatorias humanas EA.hy926

CT; colesterol total; CL, colesterol libre; CE, células endoteliales; VSMC, células del musculo liso vascular; HA-VSMC, células del musculo liso

vascular de aorta humana; HUVEC, células endoteliales de la vena umbilical humana; HASMC, células de musculo liso vascular de arterias

humanas; AF, fibroblastos adventicios; KLF4/5, gen del factor 4/5 similar a Kruppel; NLRP3, gen del receptor tipo NOD que contiene un dominio de

Pirina 3; EVI1, gen de la proteina homologa del sitio de integracion del virus ecotrépico 1; GATAG, proteina de unién a GATA 6; MECP2, gen de la

proteina 2 de unién a metil-CpG ; HMGBL1, gen de la proteina de la caja 1 de grupo de alta movilidad; DLK1, gen de la proteina homdloga a delta 1;

VCAM1, gen de la molécula de adhesion de células vasculares 1; RGS16, gen del regulador de la sefializacidén de la proteina G 16; WNT5A, gen

de la proteina miembro de la familia Wnt 5A; KEAP1, gen de la proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch; TRIM14, gen de la proteina que contiene

motivos tripartita 14; ELK1, proteina 1 que contiene el dominio ETS; F11R, receptor F11.
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En general, la patologia de la aterosclerosis se puede dividir en tres etapas: estrias
lipidicas, placas fibrosas y, lesiones avanzadas y trombosis [179,180]. La primera
se caracteriza por la infiltracion de macréfagos en la intima de la pared arterial
donde absorben el exceso de lipidos, dando lugar a la formacion de las células
espumosas; la segunda ocurre cuando las VSMC migran a la intima de la pared
arterial y generan la cubierta fibrosa de la placa (placa estable); y la tercera ocurre
cuando el ndcleo necrético crece y la capa fibrosa disminuye, lo que provoca que
los componentes del ndcleo necrotico interactien con las células y factores de

coagulacion de la sangre, desencadenando la trombosis [179,180].

La participacion de los miRNA en el desarrollo de las placas ateroscleréticas se
puede observar en 4 procesos generales, que a su vez participan en la modulacion

de los procesos inflamatorios y la calcificacion vascular, como son:

e Senescenciay apoptosis celular

e Disminucion de la autofagia

e Formacion de las células espumosas

e Aumento de la proliferacién y diferenciaciéon de las VSMC a un fenotipo

“sintético”

La senescencia celular es un proceso bioldgico que esta estrechamente relacionado
con la aterosclerosis y otras enfermedades relacionadas con la edad [181-185]; se
caracteriza por el deterioro progresivo estructural y funcional de las células debido
a la detencién irreversible del ciclo celular en la fase G1/S o G2/M, que puede ser
provocada por dafio al DNA, estrés oxidativo, privacién de nutrientes, agresiones
oncogeénicas, entre otras [181-186]. Varios estudios han informado que la detencién
irreversible del ciclo celular en las células senescentes es provocada principalmente
por una regulacion positiva de los inhibidores del ciclo celular como TP16 (inhibidor
de cinasa dependiente de ciclina 2A), P21 (inhibidor de cinasa dependiente de
ciclina 1A) y TP53 [181-186].

TP53 es un factor de transcripcion que regula a genes asociados con el

metabolismo de la autofagia, el ciclo celular y la apoptosis, y su actividad esta sujeta
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a modificaciones postraduccionales como la ubicuitinacion, la fosforilacion y la
acetilacion [182,183,185,186]. TP53 regula positivamente a P21, un miembro de los
inhibidores de la cinasa dependiente de ciclina (CDK), requerida para la detencion
del ciclo celular en G1/s o G2/M. Al inhibir la apoptosis celular mediante la union a

caspasas, P21 promueve el estado senescente [182,183,185,186].

La senescencia celular en células cardiacas estd asociada con diferentes
enfermedades cardiovasculares, incluidas la aterosclerosis, la enfermedad cardiaca
valvular, cardiomiopatias y arritmias [183]. En la aterosclerosis, la senescencia esta
implicada en diferentes etapas del desarrollo del ateroma [181,183,184]. Como se
puede observar en la Tabla 3, algunos miRNA que se encuentran aumentados
durante la aterosclerosis regulan negativamente a genes implicados en la
senescencia celular como AXL, PPARGC1A Yy SIRT1 [66,97,98]. El primero, codifica
para el receptor AXL, encargado de activar la via PI3K/AKT, via responsable de la
degradacion de TP53; el segundo codifica para el coactivador PGC-1a que esta
implicado en el aumento del nimero de mitocondrias, por lo que su diminucion
provoca senescencia celular y aumento de ROS [181]; y el ultimo codifica para la
proteina SIRT1 que desacetila a TP53, por lo que al inhibir su traduccién regulan
positiva e indirectamente a TP53, provocando la senescencia en las células [187].
Asimismo, SIRT1 puede limitar la senescencia endotelial debido a que desacetila a
la cinasa hepética B1 (LKB1), lo que aumenta su degradacion y provoca una
interaccion entre HERC2 (dominio HECT y RLD que contiene la proteina ligasa 2
de ubicuitina E3), una proteina de andamio gigante y la ligasa de ubicuitina E3,

aumentando la proliferacion y supervivencia de las células endoteliales [188].

Es importante destacar que SIRT1 se expresa en gran medida en las CE regulando
la funcién angiogénica durante el crecimiento vascular [187], incluida la produccion
de NO a partir de eNOS, lo que evita la disfuncion endotelial al reducir el dafio
oxidativo [183,187]. Ademas, SIRT1 puede desacetilar la region K310 en la
subunidad P65 de NF-kB, lo que contribuye a una regulaciéon negativa de la
actividad de este factor de transcripcion [181,183]; también puede aumentar la
produccion de CAT y MnSOD al desacetilar a FOXO1 [156]. Los niveles reducidos
de SIRT1 conducen a la regulacion positiva de NF-kB acetilado, o que da como
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resultado un aumento en las respuestas inflamatorias en diferentes células como en

monocitos/macrofagos y en CE [188].

Aungque las células senescentes dejan de proliferar, estas permanecen
metabodlicamente activas y pueden promover la inflamacion [184,185]. Varios
autores han informado que las células senescentes adquieren un fenotipo
proinflamatorio asociado a la senescencia (SASP), que contribuye a la progresion y
desestabilizacion de las placas ateroscleréticas [181,183,185,186]. El fenotipo
SASP en las células senescentes aumenta la secrecion de EV (principalmente MV),
lipidos bioactivos, citocinas y moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1), y
disminuye la produccion de NO, lo que media la inflamacion, el reclutamiento de
células inmunes, la modificacion de la matriz extracelular y la remodelacion tisular
defectuosa [181], que contribuyen al desarrollo de la aterosclerosis
[181,185,189]. Ademas, SASP al mismo tiempo que influye en el entorno
circundante a través de efectos paracrinos, mantiene el estado celular senescente
[183,186].

En un experimento donde se formaron CE senescentes por medio de rayos X, se
observ6 que los monocitos tienen una mayor afinidad de unién a las CE
senescentes comparada con la de CE sanas [190]. De hecho, se ha demostrado
gue, tanto la adhesion de plaquetas al endotelio inflamado (que es uno de los
primeros pasos en la formacion de la placa aterosclerética y que esta regulado por
la expresion de F11R [191]), como la utilizacion del péptido F11R4D, antagonista
de F11R, reducen la formacién de la placa aterosclerética y prolongan la
supervivencia con una mejor salud en general en ratones ApoE") [191], lo que
también se ha visto con la utilizacion de miméticos de miR-145, que se dirigen al
MRNA del gen F11R. Ademas, se ha observado que en CE senescentes tienen una
mayor produccion de ET1 y una menor produccion de oxido nitrico, lo que conduce

a inflamacion y disfuncion vascular [183,186].

Se ha reportado la existencia de VSMC senescentes tanto en vasos envejecidos
como en placas ateroscleréticas [184]. En placas ateroscleréticas avanzadas, las
VSMC se vuelven senescentes, lo cual estd asociado con las tasas altas de

proliferacion de las VSMC durante el inicio de la formacion de las placas
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ateroscleroticas, y al estrés oxidativo, que provoca la disminucion de la longitud de
los telémeros [181,192]. Estas VSMC tienen una menor proliferacion, mayores
niveles de expresion de TP16 y TP21, producen cantidades menores de colageno,
contribuyendo a una mayor vulnerabilidad de la placa [192,193]. Las VSMC
senescentes tienen una mayor expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6,
IL-1, IL-8, MIP1a/B, CCL3/4 y MCP-1, al igual que la sefializacion mediada por TLR4
[183], lo que promueve el reclutamiento de monocitos, macrofagos y linfocitos,

acelerando asi, el crecimiento de la placay el riesgo a la ruptura [183].

Ademas, se han identificado células T efectoras senescentes de memoria (T-EMRA)
en placas ateroscleroticas inestables [194]. Sin embargo, en la actualidad todavia
no existen estudios que demuestren que algin miRNA participe en la adquisicion
de la senescencia en las T-EMRA, pero es muy probable que también este proceso

sea regulado por uno o mas miRNA.

En la tabla 3, se puede observar que algunos miRNA aumentan las respuestas
proinflamatorias dafiinas, ya que se encargan de regular negativamente los genes
SOCS1 y SOCS3, cuyas proteinas inhiben la via de sefalizacion JAK/STAT
[67,144,145,193]. Se ha demostrado que el aumento de la expresion de SOCS1 en
ratones ApoE™") disminuye la inflamacién durante el inicio y la progresion de la
aterosclerosis, mientras que SOCS3 solo es eficaz en la aterosclerosis temprana
[193]. Del mismo modo, se ha observado que tanto en VSMC como en macréfagos,
la administracion de SOCS1/3 inhibe la expresion génica proinflamatoria, la
migracion y la proliferacion celular. SOCS1y SOCS3 inhiben la activacion de STAT1
y STAT3, lo que reduce la expresion de genes dependientes de STAT como
receptores de quimiocinas, moléculas de adhesion y citocinas proinflamatorias
[193].

Varios estudios en CE in vitro han demostrado que las células senescentes son mas
propensas a sufrir apoptosis, hecho que contribuye en la formacion del ndcleo
lipidico, y muestran una formacion comprometida de uniones estrechas, que pueden
mejorar la retencion de ox-LDL en la intima arterial y contribuir a la aterogénesis
[181]. Cabe resaltar que el aumento de TP53 también aumenta la apoptosis celular,

como se observa en la Tabla 3, algunos miRNA aumentan la apoptosis al regular
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negativamente la traduccion de los genes HDAC1, SIRT1y CLIC4, lo que no permite
la eliminacién de TP53, y contribuye al aumento de la inflamacién. Aunque en el
caso de la proteina CLIC4, todavia no se conoce por qué mecanismo lo lleva a cabo.
Por su parte, también se ha observado que la disminucion de MT1A por parte de
algunos miRNA, aumenta la apoptosis en las células endoteliales al no permitir la
union de la melatonina con su receptor para mediar sus sefiales, debido a la
disminucién de su traduccion, por lo que TNF-a puede promover la activacion de

caspasa-8 al eliminar a c-FLIP, el inhibidor endégeno de esta caspasa [181].

También los miRNA pueden producir apoptosis celular al dirigirse al MRNA del gen
XIAP, cuya proteina es un inhibidor de la pro-caspasa 9 y 3, lo que permite la
activacion de la caspasa 3 que desencadena la degradacién de las proteinas
celulares [103]. Ademés, se ha observado que la perdida de XIAP da como
resultado la desregulacion de la activacion clasica del inflamasoma NRLP3 y la
sobreproduccién de citocinas proinflamatorias [103]. También la inhibicion de la
traducciéon de los genes CCND1 y SMAD1 por algunos miRNA, son responsables
del aumento de la apoptosis de las CE, sin embargo, en las primeras etapas de la
aterosclerosis evitan la proliferacién y migracion de las CE, ocasionada por la
disfuncion endotelial, por lo que, dependiendo de la etapa de la enfermedad, pueden

ser beneficiosos o no [135,158].

Asimismo, TET2 esta regulado negativamente por algunos miRNA, lo que provoca
la disminucion de la autofagia en las CE vasculares [195]. En ratones ApoE(") se ha
observado que la autofagia se regula positivamente con la sobreexpresion de Tet2
[195]. Cabe destacar que la deficiencia de TET2 aumenta la activacion del
inflamasoma NLRP3, por lo que aumenta la produccion de IL-1 e IL-18 [195,196].
TET2 esta regulado a la baja en VSMC de fenotipo sintético, ya que esta proteina
es un regulador epigenético de KLF4 [196], por lo que es muy probable que los
miRNA que disminuyen la traduccion de esta proteina, también participen en el

cambio de fenotipo de las VSMC.

La autofagia es un mecanismo celular que permite la eliminacién de componentes
innecesarios o disfuncionales (proteinas mal plegadas, organulos dafados),

protege a las células de la muerte celular, mantiene la funcion normal de las VSMC
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y suprime la senescencia tras una activacion moderada [179,181,193,197-199]. En
condiciones de estrés como ROS, hipoxia y agregacion de proteinas se ha
observado que esta via se regula al alza como un mecanismo de supervivencia
celular [197,198]. La autofagia regula las respuestas inflamatorias y las vias de
muerte celular, lo que influye en la patogenia de las enfermedades, incluida la
aterosclerosis [199,200]. Durante la aterosclerosis se sufre un desequilibrio de esta
via, que también es regulada por algunos miRNA, lo que induce senescencia celular
[197,200]. Se ha observado la participacion de algunos miRNA en la disminucién de
la traduccion del gen ATG2B, lo que impide la autofagia ya que codifica para una
proteina necesaria para la fusion de la membrana con los lisosomas. Es importante
mencionar que la autofagia ocurre tanto en macréfagos, VSMC, como en CE de

placas ateroscleréticas humanas [197].

La autofagia defectuosa en los macrofagos promueve la inestabilidad de la placa a
través del aumento de la apoptosis y la necrosis, mientras que en las VSMC provoca
senescencia que contribuye a la formacion acelerada de las placas y, en CE
conduce tanto a la apoptosis como a la senescencia [179,184,198-201]. Se ha
observado que la autofagia disminuye en relacion con el estadio clinico de la
aterosclerosis [197,201], hecho que esta relacionado con el aumento de la
acumulacion de NUP62 (glicoproteina del poro nuclear p62) y proteinas
poliubicuitinadas en los macrofagos de las placas ateroscleréticas de muestras
humanas y de ratén [201]; ademas se ha demostrado que la expresiéon de NUP62
en placas aterosclerdticas murinas y en placas de las arterias carétidas humanas
aumenta aun mas la carga de la placa [201]. Asimismo, aunque no exista autofagia
defectuosa también puede volverse insuficiente, es decir, la autofagia funcional es
incapaz de hacer frente al exceso de estrés oxidativo de las placas, especialmente

en lesiones avanzadas con una gran cantidad de estrés oxidativo [199,200].

Otro de los procesos clave del inicio y la progresion de la aterosclerosis es la
formacion y acumulacion de células espumosas [179,181,202]. De hecho, es
importante destacar que los macréfagos espumosos senescentes subendoteliales
presentes en las lesiones tempranas mejoran la expresion de VCAM-1 mediada por
TNF-a y MCP-1, para mantener el reclutamiento de monocitos en el sitio de la lesion
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[179,194]. Se ha reportado que algunos miRNA aumenta la expresion
indirectamente de MCP-1 y VCAM-1 [142,143], lo que incrementa la infiltracion de
monocitos en las placas ateroscleréticas. Por otro lado, también hay miRNA que
pueden disminuir la concentracion de ciertas moléculas como el factor tisular, TNF-
a, IL-1a/B, ICAM-1, PDGF y TGF-(3, al regular negativamente la traduccién del gen
EGR1 [148].

Diversos estudios han demostrado que las células espumosas aparecen desde las
lesiones ateroscleréticas tempranas, y que estdn presentes durante todo el
desarrollo de la aterosclerosis, teniendo diversas funciones proaterogénicas como
la liberacién de MMP vy citocinas proinflamatorias [3,8,11,13,49,202,203]. Ademas,
la sobrecarga de lipidos en las células espumosas desencadena la apoptosis en las
placas [179]. Asimismo, diversos estudios han demostrado que la oxLDL puede
activar la via apoptética a través de la cascada de las caspasas [179]. El citocromo
c se libera en el citosol e induce la expresion del factor activador de la proteasa
apoptética 1 (APAF1) y el apoptosoma, que desencadena la cascada de apoptosis
al activar a la serina proteasa caspasa 9, esta caspasa activa a las caspasa 3y 7,
gue da como resultado la fragmentacion del DNA [179]. La apoptosis excesiva

desencadena una necrosis irreversible y a gran escala en las placas [179]

Los procesos de desregulacién en las vias metabodlicas de los lipidos en los
macrofagos aumentan su capacidad de fagocitar ox-LDL, al inducir la expresion de
receptores de captacion como los SR, y disminuyen su capacidad de expulsar el
colesterol [179], como es el caso de la regulacion de la salida del colesterol por parte
de miRNA que inhiben la traduccién de los genes ABCAL1 [60,65,90,91,94,133],
ABCG1 [94], VLDLR [61], PPARG [68,116], NR1H3 [94], NPC1 [91], KDM1A [150]
y HBP1 [146], como se puede apreciar en la Tabla 3. En los macrofagos, los
transportadores ABCGAL y ABCG1 estan regulados por el receptor LXR, el cual es
activado por PPARYy, lo que permite la salida de colesterol; ademas, LXR participa
en la regulacion del ambiente inflamatorio [203], como se puede observar en la

siguiente figura (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo de eflujo del colesterol. (A) La acumulacion de colesterol en el reticulo
endoplasmico inhibe la actividad enzimatica de la reductasa 24 dehidrocolesterol (DHCR24), lo que
lleva a la acumulacion de desmosterol. (B) El desmosterol activa el factor de transcripcion del
receptor X hepéatico (LXR), (C) que regula al alza la expresion del transportador dependiente de ATP
Aly G1 (ABCAly ABCGL1), conduciendo a la salida de colesterol. La salida de colesterol disminuye
la expresion superficial del receptor tipo Toll 4 (TLR4) y la activacion de NF-kB. (D) LXR en trans,
forma un complejo con SUMO-2/3 y NCoR, lo que reprime la transcripcion de CCL2 (ligando 2 de
quimiocina con motivo C-C), CCL4 (ligando 4 de quimiocina con motivo C-C) y NOS2 (6xido nitrico
sintetasa 2). (E) LXR en cis conduce a la represion de IL1B (interleucina-18), MT-CO2 (citocromo ¢
oxidasa Il codificada mitocondrialmente) e ITGB2 (integrina beta 2) a través del cierre de la

cromatina. (Figura modificada de Groenen A, et. al. [203]).

El aumento de la expresion de los transportadores ABCA1 y ABCGL1 por medio del
aumento de la sefalizacion sobre LXRa, se ha pensado como un posible tratamiento
de la aterosclerosis, para asi evitar la formacion de células espumosas y la
disminucién de la inflamacion; sin embargo, se ha observado que la utilizacion de
agonistas para este receptor aumenta a la proteina SREBP-1c en el higado, lo que
induce a genes relacionados con la sintesis de lipidos produciendo
hipertrigliceridemia, por lo que es posible que inhibir a los miIRNA que se dirijan al

MRNA de este receptor tengan el mismo efecto [179,203].
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La salida de colesterol también es regulada por NPC1, el cual es una proteina de
membrana integral que participa en la formacion del endosoma/lisosoma tardio
(LE/LY), acepta el colesterol de NPC2, y luego media el transporte de colesterol de
LE/LY al reticulo endoplasmico y a la membrana plasmatica de una manera
dependiente de la proteina de unién a vesiculas u oxiesterol (OSBP) relacionada
con la proteina 5 (ORP5) [204]. Se ha observado que mutaciones en el gen NPC1
provocan la acumulacion de grandes cantidades de colesterol y otros lipidos en el
LE/LY debido a un defecto en el trafico de lipidos intracelulares [204] y, al igual que

el transportador ABCA1, LXR es el responsable de regularlo positivamente.

Los miRNA que regulan negativamente la traducciéon de KDM1A, disminuyen la
salida del colesterol en los macrofagos, ya que KDM1A regula positivamente a
SREBP1, lo que contribuye a la potenciaciéon de los transportadores de colesterol y
el eflujo de éste, mediante los cuales los macréfagos expulsan el colesterol adicional
[150]. Ademés, también se ha observado que algunos miRNA provocan la
disminucién de la proteina HBP1, lo que aumenta la produccion de ROS y la
captacion de lipidos, ya que HBP1 es un inhibidor de MIF. Otros estudios han
demostrado que MIF, cuyos niveles estan regulados al alza en placas
ateroscleroticas [205], promueve la aterosclerosis a través del reclutamiento de
células T y monocitos de la lesion que expresan al receptor 2 de quimiocinas con
motivo C-X-C (CXCR2) y al receptor CXCR4 [205]. Asi mismo, se ha reportado que
MIF promueve la aterogénesis en condiciones crénicas y provoca la
desestabilizacion de la placa, como lo demuestra la delecién del gen Mif en ratones
LdIr’”- y el bloqueo de la proteina MIF mediado por anticuerpos en ratones ApoE("),
en donde se han visto disminuidos los efectos proaterogénicos, con una disminucién
de células inmunitarias en la intima y la disminucion de citocinas proinflamatorias
[205].

En el 2009, Zernecke y colaboradores [113] reportaron que miR-126-3p puede
aumentar la secrecion de CXCL12 al dirigirse al MRNA de RGS16, lo que disminuye
el tamafio de las placas ateroscleroticas. Sin embargo, recientemente se ha
reportado que los niveles elevados de CXCL12 en suero contribuyen a un mayor
riesgo de EVC [206], por lo que reducir los niveles de expresion de CXCL12 podria
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ser una estrategia novedosa para el tratamiento de enfermedades asociadas con la

aterosclerosis [206].

Ademas, también es importante destacar que en las placas ateroscleréticas se
encuentran células espumosas derivadas de VSMC [179]. De hecho, el 40% de los
macrofagos de las placas derivan de VSMC, producto de la transformacion
fenotipica de estas células [179]. La transformacién fenotipica de las VSMC puede
transformarlos en células similares a macrofagos para obtener marcadores de
superficie y funciones de macréfagos [179]. En estudios in vitro se ha observado
gue bajo estimulos inflamatorios y una variedad de lipidos, como el colesterol,
fosfolipidos oxidados y PDGF, las VSMC experimentan este cambio de fenotipo a
células similares a macrofagos [179]. Se ha observado que estas células, aumentan
el nivel de marcadores de superficie de macréfagos, incluidos CD68 y Mac-2
(Macrofago 2), mientras que los marcadores de superficie de células de msculo liso
disminuyen [179]. Ademas, KLF4 promueve el cambio fenotipico de las VSMC a
células proinflamatorias similares a macrofagos y la formacion de placas [179], por
lo que algunos mIiRNA que inhiben la traduccion de KLF4 podrian evitar la
adquisicién de este fenotipo. Inhibir esta transformacién fenotipica es beneficiosa
para inhibir la cantidad de macréfagos en las placas y mantener la capa fibrosa
[179]. Sin embargo, aunque las células espumosas son la principal fuente del ndcleo
necrético de las placas ateroscleroéticas, las terapias dirigidas a estas se encuentran
en etapas tempranas debido todavia al conocimiento limitado de los mecanismos

relacionados para su formacién [179].

Es importante destacar que las VSMC favorecen la estabilidad de la placa, ya que
son la principal fuente de produccion de colageno en la capa fibrosa y responsables
de su resistencia a la traccion [183,197]. En consecuencia, la pérdida de las VSMC
a través del inicio de la muerte celular tiene efectos perjudiciales, ya que conduce
al adelgazamiento de la capa fibrosa, a la formacion de ndcleos necréticos y a la
calcificacion [181,197]. Las células del musculo liso pueden adoptar caracteristicas
de condrocitos, adipocitos, osteoblastos y células espumosas, estando las dos

ultimas implicadas en la aterosclerosis [197,198].
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En la aterosclerosis, las VSMC parecidas a osteoblastos se caracterizan por el
desarrollo de vesiculas calcificantes, la regulacién a la baja de las moléculas
inhibidoras de la mineralizacién y la elaboracion de una matriz propensa a la
calcificacion [184,197,198]. En la aterosclerosis, los microRNA estan intimamente
ligados a la calcificacion de las placas aterosclerédticas, debido a que tanto la
inflamacion crénica, la senescencia celular, la disminucion de la autofagia, asi como
la transdiferenciacion de las VSMC son los mecanismos implicados en este proceso
[181,192,193]. El defecto en la autofagia en las VSMC conduce a un desequilibrio
entre la liberacion y la recaptacion de Ca?*, lo que resulta en un aumento en el Ca?*
basal [198].

Las microcalcificaciones en las placas ateroscleréticas comienzan por la muerte
celular necrética o apoptoética dentro del nacleo lipidico, ocasionada principalmente
por la muerte de las células espumosas [13,15,197]. Este proceso se deriva de los
MV liberadas por las VSMC que ya sufrieron un cambio a un fenotipo parecido a
osteoblastos [197,198]. Como ya se ha mencionado anteriormente, este tipo de
calcificacion esta relacionado con placas inestables que, cuando se rompen,
ocasionan oclusion trombdtica [197]. Cabe resaltar que la disfuncién lisosomal
provoca un aumento en la acumulacién de autofagosomas, lo que aumenta la
secrecion de este tipo de MV que pueden agravar mas la calcificacion vascular
[198].

En la Tabla 4, se pueden observar algunos miRNA que estan implicados en la
regulacion positiva del fenotipo contractil de las VSMC, por lo que son considerados
ateroprotectores. Esto lo logran porque regulan negativamente a los mRNA de los
genes EVI1, MECP2, KLF4, KLF5 y ELK1, que a su vez regulan negativamente la
expresion de genes contractiles en las VSMC [79,127,130,131,136,138]. De hecho,
se ha reportado la reduccién del tamafio de la placa aterosclerética, el aumento del
grosor de la capa fibrosa y una disminucién de VSMC con un fenotipo parecido a
macrofagos en ratones Klf4”- [207]. Por su parte, KLF5 participa en la fosforilacion
del factor de transcripcion NF-kB, lo que aumenta la expresion de citocinas
proinflamatorias, que contribuyen a los procesos aterogénicos en la placa [207].
Ademas, la activacion de la via ERK por ROS, activa ELK1 que regula al alza a
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EGR1, que es un factor de transcripcibn aterogénico que regula las vias
proliferativas y apoptoticas celulares [136]. Ademas, también se ha observado que
la regulacion a la baja de miR-542-3p en VSMC de ratas envejecidas juega un papel
importante en la transformacion osteogénica al dirigirse al mRNA del gen Bmp7

(proteina morfogénica ésea 7) [184].

También otros miRNA pueden evitar la calcificacion celular al inhibir la traduccién
de los genes SP7 y WNT5A, ya que estos tienen un mayor control del desarrollo e
impulsan un fenotipo osteogénico [110,120]. De hecho, se ha observado que la
pérdida de SP7 da como resultado la formacion de cartilago ectépico, destacando
su papel en la determinacion del linaje celular osteogénico [110]. WNT5A activa
candnicamente a la B-catenina, que a su vez ingresa al nicleo y se une al DNA, lo

cual es necesario para la activacion de RUNX2, un gen osteogénico [120].

Algunos estudios han reportado que tanto la interleucina IL-13 como IL-6, que son
secretadas por la activacion del inflamasoma, participan en los procesos de
calcificacion; la primera estimula la calcificacion de las VSMC in vitro [208] y la
segunda forma un complejo con el receptor soluble de interleucina 6, induciendo la
transformacion de las VSMC en un fenotipo parecido a osteoblastos [208], por lo
gue los miRNA que inhiben la traduccién de los genes del inflamasoma NLRP3 y de
HMGB1 (quien a su vez activa al inflamasoma NLRP3) [17,80], pueden ser
utilizados como terapia para disminuir la calcificacion y la inflamacion de las placas

ateroscleroticas.

Durante la aterosclerosis, las CE, VSMC y macréfagos pueden aumentar la
produccion de MMP, que participan en la estabilidad y ruptura de las placas
ateroscleroéticas [209]. En las placas estables, el nlcleo necrético esta protegido de
la sangre circulante de una forma caracteristica, por una capa fibrosa, que es rica
en colagenos fibrilares de tipo |, 1l y 1, y su protedlisis desestabiliza la placa [209].
Una placa inestable tiene una capa fibrosa fina, un contenido lipidico elevado y la
inflamacion es alta, o que desencadena la formacion de trombos [209]. La expresion
y actividad de MMP-9 aumenta en respuesta a diversas moléculas proinflamatorias
dentro de las placas ateroscleroéticas, tales como IL-1B, TNFa y CD40L [210].

También, aumentan debido a la disminucion de la traduccién de RECK, por parte
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de algunos miRNA, ya que es un inhibidor de MMP como MMP-9 lo que aumenta la
inestabilidad de las placas [85]. Cabe destacar que se ha observado que miR-29b
tiene una funcion ateroprotectora, al disminuir la traduccién de MMP-2 [85], el cual

aumenta ante la respuesta a ox-LDL.

Asi mismo, como se observa en la Tabla 4, se ha reportado que existen miRNA que
se encuentran disminuidos durante los procesos ateroscleréticos, y que al
aumentarlos podrian disminuir o evitar los efectos ateroscleroticos. Por ejemplo,
algunos miRNA inhiben directa o indirectamente la traducciéon y/o expresion de
moléculas de adhesion, como VCAM-1 e ICAM-1, a través de la reduccion de la
traduccion de los genes VCAM1, GATA6, PODXL y TRIM14, y citocinas
proinflamatorias, por medio de la reduccién de la traduccion de los genes Pdcd4 y
NLRP3 [56,126,153]. Ademdas, otros miRNA que disminuyen la traduccion del gen
EDN1 [106], pueden disminuir la disfuncién endotelial, ya que ET1 regula
positivamente la expresion de caveolina 1, que conduce a la inhibicién de la
actividad de eNOS y, por consiguiente, la baja biodisponibilidad de NO que ocasiona
disfuncién endotelial [106]. EI NO promueve la relajacion de la fibra muscular lisa y
se considera una molécula ateroprotectora, porque contrarresta la aterogénesis y
sus complicaciones [180], por lo que la utilizacion de miméticos de estos miRNA,

podria ser una terapia novedosa para el tratamiento de la aterosclerosis.

Hasta la fecha no se han reportado estudios en fase clinica en humanos del uso de
miméticos de microRNA u oligonucleo6tidos antisentido de miRNA, como tratamiento
de la aterosclerosis o sus complicaciones; solo existen datos en modelos in vitro en
células humanas e in vivo en animales, en donde se demuestra que el tratamiento
con estos puede disminuir el tamafio de las placas, la inflamacion, la formacion de
células espumosas, la senescencia en las CE, la proliferacion en las VSMC y la
migracion de las VSMC [56,92,95,97,107,118,130,144]. Por ejemplo, se ha
reportado que en ratones ApoE™) la administraciéon de oligonucleétidos antisentido
de miR-1 atenua la inflamacién y la aterogénesis [53], de miR-29b disminuye la
permeabilidad endotelial y la apoptosis [86], de miR-17-5p disminuye la produccion
de citocinas proinflamatorias [60,61], y el uso de miméticos de miR-10a disminuye
la infiltracién de células inflamatorias y la formacion de placas [64], de miR-141-3p
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disminuye los niveles de LDL y aumentan los de HDL en sangre [120], y de miR-
145 limita la carga de las placas, reduce la inflamacion y aumenta la estabilidad de
la placa [137], por lo que el uso de oligonucledtidos antisentido de los miRNA que
se encuentran en la Tabla 3 y que se consideran proaterogénicos, y el uso de
miméticos de miRNA que se encuentran en la Tabla 4 que se consideran
ateroprotectores, serian posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de la
aterosclerosis. Sin embargo, cabe aclarar que el uso de miRNA como terapia para
la aterosclerosis, necesita de mas estudios, esto debido a que los miRNA no solo
tienen un blanco, sino pueden tener hasta cientos, por lo que se necesitaria un

mayor entendimiento para asi evitar posibles efectos secundarios.

Es muy importante el estudio de biomarcadores circulantes para detectar de manera
no invasiva las placas inestables, prediciendo asi los riesgos que trae consigo una
aterosclerosis avanzada [211-213]. Actualmente no existen biomarcadores
confiables que sean implementados clinicamente para diagnosticar una placa
aterosclerotica vulnerable [211-213]. Sin embargo, varios estudios destacan el uso
potencial de las EV y microRNA como biomarcadores para controlar la progresion
de la aterosclerosis [160-177,211-213], debido a que la composicién de las EV varia
en sujetos sanos comparada con pacientes con enfermedad aterosclerética. Los
autores recalcan que se requieren mas estudios clinicos en cohortes
independientes para obtener conclusiones definitivas, y asi definir biomarcadores
sensibles, precisos y especificos. Sin embargo, al menos existen miRNA candidatos
gue podrian ser utilizados como posibles biomarcadores, como es el caso de miR-
21, miR-133a y miR-144, que se encuentran aumentados en pacientes con EAC
[171,211-213].

Ademas, son importantes los estudios de las EV y microRNA para el diagnéstico
temprano de aterosclerosis, debido a que, como ya se ha mencionado
anteriormente, las primeras etapas de esta enfermedad son asintomaticas, y asi se
podria prevenir la progresion de la aterosclerosis a eventos clinicos mas severos
[3,4].
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10.Conclusiones

Diversos estudios han reportado la presencia de EV en placas
ateroscleroticas, han caracterizado sus funciones bioldgicas, y determinado
gue las moléculas que contienen modulan los procesos de inflamacion,
senescencia celular, apoptosis celular y calcificacion, contribuyendo asi al
desarrollo de la aterosclerosis.

Los microRNA contenidos dentro de las vesiculas extracelulares participan
en la regulacion de la expresion de genes implicados en el desarrollo de la
aterosclerosis.

La mayoria de los miRNA que se encuentran aumentados durante la
aterosclerosis participan en el desarrollo de las placas ateroscleréticas,
debido a que ayudan a la formacion de células espumosas (miR-17-5p, miR-
33a/b), en la adquisicién de la senescencia y al aumento de la apoptosis
celular (miR-19b-3p, miR-34a), en la disminucién de la autofagia (miR-122,
miR-130a) y en el aumento de la produccion de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas (miR-29b, miR-410). En cambio, los miRNA que se encuentran
disminuidos participan en procesos que regulan a la baja los procesos
ateroscleroticos (miR-22, miR-145), por lo que son considerados
ateroprotectores.

Los miRNA también participan en la calcificacion coronaria, al aumentar la
proliferacion y migracion de las VSMC, haciéndolas mas proclives a
desarrollar un fenotipo osteogénico, como con el incremento de miR-19b.
Las EV como MV o exosomas podrian ser utilizadas como biomarcadores,
ya que se encuentran aumentadas en sangre periférica de pacientes con
enfermedades cardiovasculares, y se ha observado que existe correlacion
entre su aumento y la progresion de las placas aterosclerdticas.

Los miRNA como miR-17-5p, miR-21 y miR-122, podrian ser utilizados como
biomarcadores ya que se encuentran aumentados en el suero de pacientes
con enfermedad arterial coronaria; sin embargo, son necesarios mas

estudios para relacionarlos con la gravedad de la enfermedad.
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Los microRNA pueden ser utilizados como blancos terapéuticos, debido a
gue regulan la expresion de genes involucrados en el progreso de la
aterosclerosis; en el futuro se podrian generar terapias de inhibicién o
aumento de expresion de algunos de ellos como tratamiento para esta
enfermedad. Por ejemplo, utilizando miméticos de algunos miRNA que se
encuentran disminuidos en pacientes con aterosclerosis como miR-1914-5p,
se disminuiria la inflamacion e infiltracion de células inflamatorias en las
placas, o utilizando oligonucledtidos antisentido de miRNA aumentados
como anti-miR-34a, lo que podria disminuir la senescencia celular y la

formacion de células espumosas.
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