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El cuerpo humano es tan complejo como fascinante, todavia son muchos los secretos que esconde.

Lo que sabemos es tan s6lo una gota de agua, lo que ignoramos es el océano

- Isaac Newton
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1. RESUMEN

Una de las enfermedades cardiovasculares mas comunes es la enfermedad arterial coronaria
(EAC), la cual ocupa el segundo lugar de mortalidad general en México. La causa principal de la
EAC es el estrechamiento de las arterias coronarias debido a la aterosclerosis, en la cual, el
reclutamiento e internalizacion de monocitos circulantes en la intima arterial, constituye uno de
los primeros pasos en su iniciacion y progresion. Actualmente, se ha identificado una gran cantidad
de pequefios RNAs no codificantes de cadena sencilla conocidos como microRNAs (miRNAS),
involucrados en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares. Se ha descrito que los
miRNAs pueden regular genes que controlan la biogénesis y la captacion de las HDL; asi como el
transporte reverso del colesterol, el estrés oxidante y la inflamacion, lo cual demuestra que los
miRNAs regulan eventos celulares vasculares clave a través de sus genes diana, por lo que,
desempefian un rol importante en la fisiopatologia de la aterosclerosis. Ademas, se ha indicado
que ciertos medicamentos pueden regular la expresion de los miRNAs, entre ellos, las estatinas y
la metformina. Por consiguiente, el proposito del presente trabajo fue determinar la expresién de
6 miRNAs en monocitos y, su participacion en la enfermedad arterial coronaria en pacientes
mexicanos; asi como la expresion de ABCAL y NOS3, los cuales participan en la formacion de la
placa aterosclerética, y que, de acuerdo con investigaciones previas, estos son regulados directa o
indirectamente por los miRNAs de estudio. En la poblacion de estudio se incluyeron 110
individuos nacidos en México, quiénes fueron captados en el Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez”, de los cuales 50 fueron controles sanos y 60 presentaban EAC. En el grupo con
EAC, la expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-155-5p y NOS3 fue significativamente menor
cuando se compar6 con la expresién del grupo control (p<0.05); por el contrario, la expresion de
miRNA-21-5p, miRNA-26a-5p, miRNA-221-5p y ABCA1 fue significativamente mayor en los
pacientes con EAC (p<0.05). En el caso de la expresion de miRNA-144-3p (p=0.925), no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. El aumento de la expresion de miRNA-
26a-5p, MiRNA-21-5p y miRNA-221-5p, asi como la disminucién de NOS3, se asocié con un
mayor riesgo de presentar EAC. Por el contrario, la disminucion de miRNA-33a-5p y el aumento
de ABCAL, se asoci6é con un menor riesgo. Los resultados también mostraron que la metformina
podria tener un efecto inhibitorio sobre la expresion de miRNA-26a-5p, miRNA-21-5p y miRNA-

221-5p; y que, la atorvastatina aumenta la expresion de ABCAL. Asimismo, se encontré una
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disminucion en el eflujo de colesterol de los pacientes que presentaban la enfermedad, lo cual se
asocio con un mayor riesgo de presentar EAC. Por lo tanto, los resultados del presente estudio,
nos indican que los mMiRNAs presentes en monocitos también participan en la formacion de la
placa aterosclerotica, y que, ademas, el hallazgo adicional sobre la regulacion de la metformina

sobre los mMiRNAs, puede dar lugar a nuevas estrategias terapéuticas.
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2. INTRODUCCION

2.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de trastornos del corazén y de los
vasos sanguineos, las cuales, constituyen la principal causa de defuncién en México y el resto del
mundo (tabla 1). De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el
2015, 17.7 millones de personas murieron a causa de las ECV en todo el mundo, lo que representa
el 31% de todas las muertes registradas. De esas defunciones, alrededor de 6,7 millones se debieron
a accidentes cerebrovasculares y 7.4 millones a cardiopatias coronarias. Se estima que
aproximadamente 23.6 millones de personas moriran por ECV en 2030 y, segun las previsiones,

seguiran siendo la primera causa de muerte en el mundo (OMS, 2018).

Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades cardiovasculares (OMS, 2018).

Enfermedad Sitio de lesién
Cardiopatia coronana Vasos sanguineos que irrigan el musculo cardiaco
Enfermedades Vasos sanguineos que wrrigan el cerebro
cerebrovasculares
Arteniopatias periféricas Vasos sanguineos que imigan los miembros

superiores e inferiores

Cardiopatia reumatica Musculo cardiaco v valvulas cardiacas

Cardiopatias congénitas Malformaciones del corazon presentes desde el
nacimiento

Trombosis venosas profundas v Coagulos de sangre (trombos) en las venas de las

embolias pulmonares piernas, que pueden desprenderse (embolos) v

alojarse en los vasos del corazon v los pulmones

En México, las ECV representan una de las principales causas de discapacidad y muerte
prematura, por lo tanto, se considera un serio problema de salud publica. En 2012, alrededor de
109 mil personas murieron por alguna enfermedad cardiovascular, en su mayoria en la poblacion

adulta mayor de 65 afios, principalmente hombres (SSA, 2014).

11



INTRODUCCION

Los factores de riesgo cardiovascular consisten en habitos o caracteristicas bioldgicas que
predicen la probabilidad de que una persona desarrolle una enfermedad cardiovascular. La
presencia de un factor de riesgo (FR) no implica necesariamente una relacion causa-efecto con la
enfermedad, pero conocer e identificar estos factores juega un papel importante en la evaluacion
del riesgo cardiovascular (Lahoz, et al., 2007). La modificacion de los factores de riesgo reduce la
morbimortalidad, por lo que es necesario introducir estudios que permitan el diagnostico precoz y

el tratamiento oportuno del grupo de riesgo de enfermedades cardiovasculares (SSA, 2014).

2.2. Factores de riesgo cardiovascular

Los factores de riesgo cardiovascular son divididos en: no modificables (edad, sexo, factores
genéticos/historia familiar) o modificables: hipertension arterial (HTA), diabetes mellitus tipo 2
(DM2), tabaquismo, hipercolesterolemia y sobrepeso/obesidad (obesidad abdominal o visceral),
principalmente asociados con la inactividad fisica (tabla 2). Estos son los factores de riesgo
mayores e independientes, los cuales son muy comunes en nuestra poblacion, siendo los que tienen
una mayor asociacion con las ECV. (Bejarano, et al., 2011; SSA, 2014).

Tabla 2. Clasificacion de los factores de riesgo cardiovascular (SSA, 2014).

Edad y sexo

Antecedentes personales de enfermedad No

cardiovascular modificables
Factores de Antecedentes familiares de enfermedad

riesgo mayores | cardiovascular (familiares ler grado)

Tabaquismo
Hipertension arterial
Diabetes mellitus

Dislipidemias

Obesidad Modificables
Factores de Obesidad abdominal
riesgo Sedentarismo

condicionantes
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2.3. Enfermedad arterial coronaria y placa aterosclerdtica

Una de las enfermedades cardiovasculares mas comunes es la enfermedad arterial coronaria
(EAC), que ocupa el segundo lugar de mortalidad general en México (Velazquez, et al., 2007).
Los cambios estructurales en la anatomia de las arterias coronarias y consecuencias funcionales,

juegan un papel sustancial en la patogénesis de la enfermedad (Hernandez, et al., 2002).

La causa principal de la EAC es la obstruccion del flujo sanguineo en las arterias coronarias
debido a su estrechamiento provocado por la aterosclerosis (Mirzaei, et al., 2017). Sin embargo,
la oclusion de la arteria coronaria provocada por un coagulo, la arteritis o diseccion coronaria, son
otras razones que pueden afectar la circulacion coronaria. Sus principales manifestaciones clinicas
son: angina miocardica, infarto agudo de miocardio (IAM), insuficiencia cardiaca y muerte subita
(Lahoz, et al., 2007).

La aterosclerosis es una enfermedad sistémica que afecta simultaneamente a las arterias en
diferentes sitios del cuerpo, pero con distinto grado de progresion. Se sitla en las arterias que
perfunden el corazon (coronarias), el cerebro (cardtidas, vertebrales y cerebrales) y las
extremidades inferiores (iliacas y femorales) (Viles, et al., 2004). Es un proceso inflamatorio
cronico que se caracteriza por el engrosamiento de la capa intima y media arterial, con pérdida de
la elasticidad (Lahoz, et al., 2007). La intima-media arterial esta representada por el area de tejido
que inicia desde el borde luminal de la arteria y termina en el limite, entre la media y la adventicia
(figura 1) (Chain, et al., 2005).

Tdnica intima - - Endotelio i
- Membrana eldstica interna

Tlnica media - ~Musculoliso
- Membrana eldstica externa

+——— Tunica externa o adventicia

Figura 1. Estructura de una arteria normal.

Una arteria esta compuesta por tres capas o tunicas: intima, media y adventicia. La capa intima es
la mas proxima al torrente sanguineo y, esta constituida por un epitelio simple denominado
endotelio. La capa media estd compuesta principalmente de fibras musculares lisas. La adventicia
es la capa mas externay, estad conformada por tejido conectivo (Creado con BioRender.com).
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El proceso aterosclerético, influenciado por los factores de riesgo cardiovascular, comienza
en la capa intima de la arteria y afecta gradualmente a las capas arteriales restantes (Aguilar-Shea,
et al., 2010). La lesion basica de la aterosclerosis es la placa de ateroma, compuesta
fundamentalmente por lipidos [colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL)], tejido
fibroso y células inflamatorias (Lahoz, et al., 2007). La génesis del ateroma comienza con un dafio
al endotelio, producido por factores de riesgo cardiovascular como: hipertension arterial,
dislipidemias, diabetes mellitus y obesidad (Badimon, et al., 2006). Este dafio al endotelio genera
la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la consecuente disminucién de la
biodisponibilidad de vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO), asi como el aumento de
vasoconstrictores como la angiotensina Il (Ang Il), proceso conocido como disfuncién endotelial
(Bryce, et al., 2014), lo que permite la internalizacion de LDL hacia la capa intima arterial, donde
son retenidas por proteoglicanos de la intima y favorece su retencién, modificacion (LDLmod) y
posteriormente su oxidacion (LDLox) (Abdo, et al., 2017). Las LDLox inducen la expresion y
activacion de moléculas de adhesion en la superficie endotelial (molécula de adhesion intercelular
1: ICAM-1, molécula de adhesion vascular 1: VCAM-1), asi como factores quimioatrayentes
(proteina 1 quimioatrayente de monocitos: MCP-1), que facilita la adhesion y migracion de
monocitos circulantes hacia la capa intima-media arterial (Badimén, et al., 2006), lo cual
constituye un papel crucial en el proceso inicial de aterosclerosis (Pou, et al., 2007).
Posteriormente, estos monocitos se transformaran en macréfagos por accion de diversos factores
de diferenciacion incluido el factor estimulante de colonias de macré6fagos (M-CSF) (Carvajal,
2015). Los cambios en las LDL, permiten que estas lipoproteinas sean captadas por los macréfagos
mediante endocitosis mediada por los receptores tipo basurero (scavenger) clase Ay B, tipo 1 y Il
(SR-AIl/Il1'y SR-BI/II), y miembros de la familia del receptor de LDL (rLDL), y los transforma en
celulas espumosas (Kumar, et al., 2010) (figura 2).
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Figura 2. Formacion de placa aterosclerotica.

La placa aterosclerdtica comienza con un dafio al endotelio, trayendo como consecuencia la
aparicion de moléculas de adhesion en la superficie del endotelio y la internalizacién de LDL hacia
la intima media arterial. Las moléculas de adhesion atraen monocitos hacia la intima media donde,
junto con los macrofagos y las células musculares lisas vasculares (CMLV), captan LDLs

modificadas por agregacion a través de endocitosis (Creado con BioRender.com).

2.4. Diagnostico de EAC

Clinicamente, la EAC se define como una enfermedad que ocasiona sintomas de angina
relacionados con estrés o ejercicio, a causa de un estrechamiento > 50% en el tronco comiin
izquierdo, o > 70% en una o varias de las arterias importantes (coronaria derecha, descendente
anterior y arteria circunfleja) (Montalescot, et al., 2013). Por lo cual, la evaluacién de los pacientes
con riesgo de presentar EAC, requiere con frecuencia técnicas de imagen no invasivas, pruebas de
esfuerzo, y pruebas bioquimicas estdndar de laboratorio para el diagndstico, estratificacion del
riesgo y planeacion del tratamiento.
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El diagnostico no invasivo se basa en la deteccion de isquemia miocardica en pacientes con
placas ateroscleroticas que reducen el flujo sanguineo en las arterias coronarias (Vallejo, et al.,
2009). Entre las pruebas no invasivas, se realiza una prueba de esfuerzo que permite evaluar la
funcidn cardiaca sometida a estrés, durante el cual, se monitoriza la presion arterial y se registra el
patrén electrocardiografico para determinar la frecuencia cardiaca y detectar cambios miocardicos
compatibles con isquemia (Grossman, et al., 2014). Las pruebas de imagen comprenden el
electrocardiograma, ecocardiograma y coronariografia. Las pruebas de sangre incluyen la
cuantificacién de lipidos (colesterol total, lipoproteinas de baja y alta densidad, y triglicéridos),
glucosa, creatinina, proteina C reactiva, hematocrito y pruebas de funcion tiroidea (Montalescot,
etal., 2013).

Por otro lado, la medicion del grosor de la intima-media carotidea (GIMc) permite identificar
pacientes con aterosclerosis subclinica o riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular. Es
un método no invasivo en el que se mide la pared de la arteria car6tida mediante el uso de un
ultrasonido en modo bidimensional (Aguilar-Shea, et al., 2010). La medicion se realiza en tres
zonas de la car6tida: carétida comun, cardtida interna y seno carotideo o bulbo (Stein, et al., 2008).
Los valores del GIMc varian segln la edad, sexo y raza; se requiere una comparacion con una
poblacion de referencia para determinar la normalidad o anormalidad de los datos obtenidos. Los
valores de GIMc por encima del percentil 75 de la poblacion de referencia se consideran
patoldgicos, lo que indica que el individuo presenta aterosclerosis subclinica avanzada (Stein, et
al., 2008).

2.5. Tratamiento farmacologico de la EAC

Los farmacos recomendados para la prevencion primaria de la EAC dependen de la
enfermedad asociada. En pacientes con diabetes mellitus tipo 2, enfermedad metabdlica que se
caracteriza por una hiperglucemia (> 126 mg/dL) cronica causada por la incapacidad para utilizar
eficazmente la insulina, se administran hipoglucemiantes orales (principalmente metformina o
glibenclamida) o insulina (Kerner, et al., 2014). En pacientes con hipertension arterial, enfermedad
cronica caracterizada por un aumento persistente de la presion en las arterias (>140/90 mmHg), se

recomienda el uso de beta-blogueadores, calcioantagonistas, inhibidores de la enzima convertidora
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de angiotensina (IECA) o antagonistas del receptor de angiotensina (ARA-I1) (Kumar, et al, 2010).
Para el tratamiento de la dislipidemia, alteracion de la concentracion plasmatica de los lipidos
(colesterol total > 200 mg/dL, c-LDL > 130 mg/dL, c-HDL < 40 mg/dL y triglicéridos > 200
mg/dL) (NCEP, 2001), los farmacos de eleccion son las estatinas y/o fibratos (Hunter, et al., 2017).

La guia de préctica clinica de la EAC estable, publicada por la Sociedad Europea de
Cardiologia (ESC) (Montalescot, et al., 2013) indica que, el tratamiento Optimo para pacientes con
EAC incluye por lo menos un medicamento para tratar los sintomas de la angina/ isquemia, ademas
de un tratamiento coadyuvante para evitar eventos cardiovasculares. El tratamiento de primera
linea para aliviar los sintomas y controlar la frecuencia cardiaca incluye nitratos de accion corta,
bloqueadores de los canales de calcio y beta-bloqueadores, estos Gltimos son de primera eleccion
para pacientes con hipertension arterial (Mendoza-Gonzélez, et al., 2008). En el tratamiento de
segunda linea, se deben incluir nitratos de accion prolongada, ivabradina, nicorandil, ranolazina,

o trimetazidina, segun la frecuencia cardiaca, presion arterial y tolerancia del paciente.

Los pilares del tratamiento médico en la prevencion de eventos cardiovasculares son el 4cido
acetilsalicilico y las estatinas. EI primero tiene como funcidn, reducir la agregacion plaquetaria y
prevenir la formacién de trombos. Por otra parte, en todos los pacientes se debe considerar el
tratamiento con estatinas, independientemente de las cifras de c-LDL. Estos farmacos reducen los
niveles de colesterol sérico, asi como el contenido lipidico de la placa (Almeida, et al., 2019). Sin
embargo, también se conoce que estos medicamentos tienen un efecto antioxidante y
antiinflamatorio (Wang, et al., 2021; Vavlukis, et al., 2022). Finalmente, si el paciente tiene
hipertensién, diabetes o una funcion sistélica del ventriculo izquierdo inferior al 40%, se debe
considerar la administracion de un IECA o ARA-Il. Sin embargo, cuando el tratamiento
farmacoldgico no da resultados y la enfermedad progresa, es necesario someterse a un tratamiento

quirurgico.
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2.6. Tratamiento quirargico de la EAC

2.6.1. Cirugia de revascularizacién coronaria

La cirugia de revascularizacion coronaria esta indicada en el tratamiento del paciente con
EAC, principalmente con enfermedad de tronco coronario izquierdo (estenosis > 50%);
enfermedad de tres vasos; y enfermedad de uno o dos vasos con compromiso proximal de la arteria
descendente anterior. El objetivo del procedimiento es revascularizar y restablecer el flujo
sanguineo a un area del miocardio que actualmente recibe un flujo minimo o nulo, asi como
prevenir una mayor lesion muscular o la muerte. Durante el procedimiento, se extrae un vaso
sanguineo del cuerpo del individuo, generalmente una arteria mamaria interna o una vena safena,
para injertarlo en la arteria afectada. Un extremo del injerto se sutura a la aorta, y el otro extremo
se sutura a la arteria coronaria afectada, por debajo de la obstruccion, lo que crea asi un atajo o

bypass (Al-Atassi, 2016).

2.6.2. Intervencion coronaria percutanea

La intervencion coronaria percutanea (ICP) se refiere a una familia de procedimientos
minimamente invasivos para abrir las arterias coronarias. Este tratamiento restablece el flujo
sanguineo Yy alivia los sintomas de las arterias obstruidas, eliminando el dolor en el pecho y la
dificultad para respirar. En una ICP, el médico llega a un vaso bloqueado haciendo una pequefia
incision en la mufieca o en la parte superior de la pierna para poder pasar un catéter (un tubo
delgado y flexible) a través de una arteria que conduce al corazon. EI médico emplea imagenes de
rayos X del corazén como guia para localizar el area bloqueada, posteriormente utilizan las

técnicas ICP maés apropiada para abrir el vaso. Existen diversos procedimientos:

Angioplastia con balon. Este es el procedimiento ICP basico. Un catéter con un diminuto globo
doblado en la punta se introduce a través de un vaso sanguineo hasta que llega al sitio donde la
acumulacién de placa estd provocando la obstruccion. En ese momento, el globo se infla para
comprimir la placa contra las paredes de la arteria. Esto ensancha el pasaje, restaurando el flujo de

sangre al corazon. Finalmente, el globo se desinfla y se retira.
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Angioplastia con stent. Generalmente, como parte del tratamiento con globo, colocan un stent
(un tubo de malla diminuto) en el area del problema para mantener abierta la arteria después de
retirar el globo. Se hace avanzar un pequefio alambre a través del bloqueo, para posteriormente
introducir un catéter con globo cubierto con un stent sobre dicho alambre hasta el sitio del bloqueo.
El inflado del globo expande el stent, y una vez que la placa se comprime contra la pared de la
arteria y el stent esta en su lugar, el globo se desinfla y se retira. La mayoria de los stent cuentan
con recubrimientos que liberan lentamente medicamentos especiales, los cuales previenen el
crecimiento de tejido cicatricial en la arteria, asegurando ain méas un buen flujo sanguineo y

reduciendo la necesidad de un tratamiento futuro.

Aterectomia rotacional. En el caso de los pacientes que presentan obstrucciones particularmente
dificiles, se utiliza una herramienta especial basada en un catéter para perforar los depdsitos de

placa calcificada.

ICP compatible con Impella. Para los pacientes con alto riesgo de complicaciones o con
enfermedades cardiacas graves, se puede insertar temporalmente un pequefio dispositivo llamado
bomba cardiaca Impella a través de la piel y dentro del corazén, para ayudar a su funcién de
bombeo durante el procedimiento. Esto asegura que se mantenga el flujo de sangre a los 6rganos

criticos.

2.7. Receptores involucrados en aterosclerosis

En los tres tipos celulares que participan dindmicamente en el desarrollo y progreso de la
lesién celular: endotelio, monocito-macrofago y las células musculares lisas, existen receptores
que captan lipidos o sus derivados, los cuales contribuyen a la formacion de la placa
aterosclerotica. Entre estos receptores se encuentran los receptores basurero “scavenger” (CD36 y
SR-BI/II, SR-Al/I1), la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LRP1) y los miembros de la familia del receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL), que
actan como traductores de sefiales intracelular, por lo que desempefian un papel importante en el
transporte del colesterol celular (Moore, et al., 2006). Ademas, existe otro receptor denominado

transportador de membrana dependiente de ATP Al (ABCA1) que, por el contrario, transporta el
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exceso de colesterol proveniente de células periféricas, evitando asi, la acumulacién de lipidos en
la capa intima-media de la arteria y con ello, la formacion de la placa aterosclerética (Frikke-
Schmidt, 2010).

2.8. Transportador de membrana dependiente de ATP Al (ABCA1)

Los transportadores ABC son una familia de proteinas integrales de membrana que emplean
la energia proveniente de la hidrolisis del ATP para transportar diversas moléculas a través de la
bicapa lipidica de la membrana celular, incluidos lipidos, amino&cidos, azlcares, acidos biliares,
xenobioticos, iones de metales pesados y conjugados, &cidos inorgénicos y péptidos para la
presentacion de antigenos (Phillips, 2018). Hasta la fecha, se han identificado 49 subtipos de
transportadores ABC, los cuales se dividen en 7 subfamilias (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD,
ABCE, ABCF y ABCG) en funcién de su estructura genetica, secuencia de aminoacidos,
organizacion del dominio, y analisis filogenético (Dean, et al. 2001).

La subfamilia ABCA incluye 12 miembros, los cuales, en su mayoria, se encargan de
transportar lipidos o compuestos relacionados con los lipidos (Liu, 2019). Una de estas proteinas
es ABCAL, ampliamente expresada en diversos tejidos: monocitos, macrofagos, células
endoteliales, hepatocitos, células musculares, enterocitos y plaquetas, entre otros (Jacobo-
Albavera, et al., 2021). ABCAL es una proteina de 220 kD codificada por un gen que contiene 50
exones ubicados en el cromosoma 9931 (Voloshyna, et al., 2011). Su estructura consta de 2261
aminoacidos y esta compuesta por dos dominios transmembranales (DTM), dos dominios de union
a ATP (NBD, “Nucleotide Binding Domain”) y dos dominios extracelulares grandes (ECDI y
ECD2) (figura 3), los cuales contienen dos enlaces disulfuro intramoleculares, necesarios para la
union con la apolipoproteina A-1 (ApoA-1) y la formacion de las HDL (Wang, et al., 2014). Cada
DTM contiene seis hélices que atraviesan varias veces la membrana y su unién forma un canal que
transloca al sustrato a través de la membrana; esta region determina la especificidad por el sustrato,
ya que es la mas divergente. Cada NBD tiene dos motivos consenso designados como Walker Ay
Walker B; el primero permite la union del ATP y el segundo proporciona el residuo carboxilato
que coordina y estabiliza el Mg?*, cofactor en la hidrolisis del ATP (Moody, et al., 2002;
Hollenstein, et al., 2007).
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ABCAL es una proteina clave en la homeostasis del colesterol. Este transportador esta
presente abundantemente en macrofagos, donde su expresion se encuentra estrictamente
controlada por los niveles de colesterol intracelular (Voloshyna, et al., 2011). Una de sus
principales funciones antiaterogénicas es transportar colesterol y fosfolipidos celulares a
apolipoproteinas pobres en lipidos, como la ApoA-1, a través del transporte reverso del colesterol,
para formar particulas de HDL y proporcionar a las células un medio eficaz para eliminar el exceso
de colesterol (Liu, et al., 2012). Sin embargo, ABCAL también ejerce funciones anti-inflamatorias
a través de la activacion de moléculas de sefializacion. En los macréfagos, la interaccion de
ABCAL con la ApoA-I activa a la via de sefializacion Janus quinasa 2/transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3 (JAK2/STATS3), lo cual inhibe la produccién de citoquinas
inflamatorias como la interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1p) y el factor de necrosis tumoral-
o (TNF-a) (Tang, et al., 2009).
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Figura 3. Estructura de ABCAL.

ABCAL consta de dos dominios transmembranales hidrofébicos (DTM), dos dominios de union a
nucleotidos intracelulares (NBD) y dos dominios extracelulares grandes (ECD1 y ECD2). Cada
DTM contiene de 6 helices que atraviesan la membrana y proporcionan la especificidad para el
sustrato (Creado en BioRender.com).
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2.9. Transporte reverso del colesterol

El transporte reverso de colesterol (TRC) es el proceso fisioldgico mediante el cual, las HDL
transportan el colesterol excedente de los tejidos periféricos hacia el higado, donde es redistribuido
a otros tejidos o eliminado del cuerpo por medio de la bilis (Marques, et al., 2018). Este transporte
contrarresta los eventos patologicos que conducen a la formacion y desarrollo de la placa
aterosclerdtica. EI TRC inicia con la sintesis de ApoA-I tanto en el higado como en el intestino
(Canfra'n-Duque, et al., 2014). En seguida, la ApoA-I libre de lipidos interactia con el
transportador de membrana ABCAL para adquirir fosfolipidos y colesterol, a lo que se le denomina
como eflujo de colesterol. La ApoA-I pobre en lipidos se convierte gradualmente en particulas
discoidales de HDL (HDL nacientes o pre-B1) enriquecidas en colesterol libre no esterificado, el
cual, es esterificado por accion de la enzima lecitina/colesterol aciltransferasa (LCAT) para
convertir a las particulas HDL discoidales en esféricas (HDL3 o madura) (Tsompanidi, et al.,
2010) (figura 4). Esta HDL madura puede seguir adquiriendo colesterol proveniente de los tejidos
periféricos a traves del transportador de membrana ABCG1, asi como del receptor SR-B1 para
formar HDL de mayor densidad (HDL2) (Talbot, et al., 2018).

Posteriormente, existen dos formas para transportar el colesterol al higado: directa e
indirecta. En la primera, las moléculas de HDL maduras interactGan con SR-B1 en el higado, lo
que permite la transferencia de su contenido de colesterol. La molécula de HDL resultante puede
reanudar la circulacién y repetir el proceso de TRC. Por otra parte, de manera indirecta, las
moléculas maduras de HDL transfieren el colesterol a las lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B (ApoB), especialmente a las LDL, a cambio de moléculas de triacilglicerol. Este
proceso es catalizado por la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP). Por lo tanto,
estas lipoproteinas pueden asociarse con sus receptores hepaticos y administrar su contenido de

colesterol (Marques, et al., 2018).

La capacidad de eflujo de colesterol por parte de las HDL a través de ABCA1 es considerada
como una de las propiedades mas importantes de estas lipoproteinas desde un punto
antiaterogenico. Estudios recientes han identificado a los microRNAs (miRNAs), pequefios RNA
no codificantes, como reguladores criticos en la homeostasis lipidica, ya que regulan genes

implicados en el metabolismo del colesterol celular, entre ellos a ABCAL. Por lo que, algunos de
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estos miRNAs participan también en la regulacion del eflujo de colesterol y, por ende, en el TRC
(Yang, et al., 2015; Aryal, et al., 2017).
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Figura 4. Transporte reverso del colesterol

La ApoA-I pobre en lipidos es secretada por el higado e intestino; interactta con el transportador
de membrana ABCAL adquiriendo colesterol libre y fosfolipidos para formar pequefias HDL pre-
B discoidales enriquecidas con colesterol libre, el cual es esterificado por la enzima LCAT
convirtiendo a las HDL en esféricas (HDL3). Las HDL3 siguen adquiriendo colesterol de los
tejidos periféricos mediante ABCG1 y SR-B1 formando HDL mas densas (HDL2).
Posteriormente, las HDL son transportadas hacia el higado, donde el colesterol es redistribuido a
otros tejidos o eliminado del cuerpo por medio de la bilis (Creada con BioRender.com).

2.10. Oxido nitrico sintasa endotelial (NOS3)

Otra molécula asociada con la fisiopatologia de la aterosclerosis es el 6xido nitrico (NO), un
gas pequefio y soluble con propiedades vasodilatadoras, anti-inflamatorias y antioxidantes que
desempefia un rol importante en el mantenimiento de la homeostasis vascular (Cyr, et al., 2020).
El NO es producido por tres isoformas diferentes de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS):
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neuronal (NNOS o NOS1), inducible (iNOS o0 NOS2) y endotelial (eNOS o NOS3), de las cuales,
NOS3 es la isoforma mas importante para su sintesis en el sistema cardiovascular (Férstermann,
et al., 2012; Tenopoulou, et al., 2020).

El gen NOS3 est4 ubicado en el cromosoma 7¢g35-36 y consta de 26 exones que abarcan
21kb (Wu, et al., 2021). Su estructura (figura 5) consta de un dominio reductasa C-terminal, que
contiene sitios de unién para la coenzima nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), el
mononucleotido de flavina (FMN) y el dinucleétido de flavina adenina (FAD); asi como un
dominio oxidasa N-terminal, que contiene sitios de union para el grupo hemo, zinc,
tetrahidrobiopterina (BH4) y L-arginina. Ambos dominios se encuentran unidos por una secuencia
de union a calmodulina. Ademas de la estructura catalitica, NOS3 forma homodimeros, lo cual es

esencial para su actividad enzimatica (Oliveira-Paula, et al., 2016).

HoN—{ L-Ag  Hemo BH4 J—{ cam }—{ FMN  FAD NADPH }—COOH

Figura 5. Estructura de NOS3

La estructura de NOS3 consta de un dominio reductasa C-terminal (COOH): coenzima
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), mononucledtido de flavina (FMN) y
dinucledtido de flavina adenina (FAD); asi como un dominio oxidasa N-terminal (NH-): sitios de
unién para hemo, zinc, tetrahidrobiopterina (BH4) y L-arginina. Ambos dominios se encuentran
unidos por una secuencia de unién a calmodulina (CaM) (Creada con BioRender.com).

NOS3 cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina en las células endoteliales y, en
consecuencia, se produce NO a partir del &tomo de nitrogeno terminal del grupo guanidino de la
arginina (Desjardins, et al., 2006). Posteriormente, el NO se difunde a las células del masculo liso
vascular (MLV) donde activa a la enzima guanilato ciclasa (GC), quién cataliza la conversion de
guanosin trifosfato ciclico (GTPc) a guanosin monofosfato ciclico (GMPc). EI GMPc activa la
proteina cinasa G (PKG) que fosforila al receptor inositol trifosfato (IP3R); esto reduce la
concentracion de Ca?* citosdlico libre, generando una relajacion del MLV y vasodilatacion (figura
6) (Rivero-Vilches, et al., 2001; Benavides Truijillo, et al., 2008).
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Sangre

NOS3

02 + L-arginina —————  NO + L-citrulina
Células endoteliales

Guanilato ciclasa

GTPc — GMPc
Relajacion

Células musculares
lisas vasculares

Figura 6. Sintesis de NO

La enzima NOS3 sintetiza NO a partir de la L-arginina 'y oxigeno. EI NO activa al guanilato ciclasa
en las células del musculo liso vascular (MLV) para producir GMPc a partir de GTPc, induciendo
la relajacion de los vasos sanguineos (Creado con BioRender.com).

La pérdida en biodisponibilidad de NO conlleva a una disfuncion endotelial que precede al
desarrollo de aterosclerosis, por lo que, su disminucion es un predictor independiente de riesgo
cardiovascular (Alp, et al., 2004). Varios factores contribuyen a la disminuciéon del NO. El
aumento de las ROS observado en la enfermedad vascular produce una mayor degradacion de NO,
ya que este reacciona con el anion superdxido (O27) y genera peroxinitritos (ONOO"). Ademas, las
LDLox estimulan a la NADPH oxidasa, la cual oxida al cofactor BH4 y convierte a NOS3 en una
enzima generadora de ROS al catalizar la reduccion desacoplada de O, produciendo Oz y
disminuyendo la biodisponibilidad de NO (Chen, et al., 2018).

Por otra parte, se ha identificado que los monocitos también expresan NOS3 (Muhl, et al.,
2003), lo cual contribuye a las propiedades proinflamatorias del NO. Los monocitos inducen la
produccion de TNFa en respuesta a lipopolisacaridos, quién activa a la proteina quinasa B (PKB),
aumenta la actividad de NOS3 y con ello la produccion de NO, el cual a su vez puede generar
ONOO" al reaccionar con el anion O2". Posteriormente, los peroxinitritos activan al factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), quién aumenta la

liberacion de TNFa, y activa una cascada de citocinas proinflamatorias (Mdhl, et al., 2003).
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Adicionalmente, se ha indicado que la expresion de NOS3 y la liberacion de NO pueden
regularse a través de la regulacion postranscripcional del gen que codifica a NOS3, mediada por
mMiRNAsS.

2.11. miRNAs

Los miRNAs son pequefios acidos ribonucleicos (RNA) no codificantes de cadena sencilla
de aproximadamente 19 a 23 nucle6tidos en su forma madura, los cuales son capaces de regular la
expresion de multiples especies de &cido ribonucleico mensajero (RNAm) (Pirola, et al., 2015).
Se encuentran en exones e intrones de RNA no codificante, sin embargo, también pueden estar
presentes en intrones de RNAm codificante, lo cual indica que algunos miRNAs pueden derivar
de transcritos de intrones de pre-RNAm (Vazquez-Ortiz, et al., 2006). Los miRNAs se unen
generalmente a la regién 3" no traducible (3"-UTR) de RNAm especificos de acuerdo con la
complementariedad de sus secuencias, lo que puede promover la inhibicion de su traduccién o la
degradacion del RNAm (Ono, 2016).

El primer miRNA descrito fue lin-4 en Caenorhabditis elegans (Lee, et al., 1993). A partir
de entonces, se ha identificado una gran cantidad de miRNAs en el genoma de varias especies,
incluidos los humanos, y el nimero continda creciendo debido a los esfuerzos conjuntos de la
biologia molecular y la prediccién bioinformética (Lugo-Trampe, et al., 2009). Se sabe que mas
del 60% de los genes humanos que codifican para proteinas son regulados por miRNAs, y hasta el

momento se han identificado aproximadamente 2500 miRNAs en humanos (Ono, 2016).

La mayoria de los miRNAs son generados a partir de un transcrito primario largo en un
proceso secuencial dirigido por Drosha y Dicer, en la llamada via canonica de generacion de
miRNAs (Pabon-Martinez, 2011) (figura 7). ElI miRNA es transcrito inicialmente en el nucleo
como miRNA primario (pri-miRNA) por la RNA Polimerasa Il (Pol Il), a partir de un precursor
largo de RNA (Lugo-Trampe, et al., 2009). El pri-miRNA tiene usualmente varias kilobases de
longitud y contiene estructuras en forma de horquilla compuesta de un tallo y un bucle (stem-loop)
(Lee, et al., 2003). Posteriormente, el pri-miRNA es procesado por el complejo Drosha/DGCR8
para formar un miRNA pre-maduro (pre-miRNA) de aproximadamente 70 nucleotidos (Lee, et al.,
2002). El pre-miRNA es transportado al citoplasma por la exportina-5, un receptor de transporte
nuclear, donde es procesado por la ribonucleasa llamada Dicer para formar un duplex de miRNA
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maduro de aproximadamente 18 a 25 nucleétidos de largo (Kim, et al., 2005; Ono, 2016). Los
miRNAs maduros se incorporan al complejo silenciador inducido por RNA (RISC). EI miRNA
duplex se separa, una cadena (3p, sentido) se degrada y la otra cadena (5p, antisentido) se incorpora
a RISC. Este ultimo funge como una "guia" para identificar a los RNAm blanco para que RISC
pueda actuar sobre ellos postranscripcionalmente, ya sea inhibiendo la sintesis de proteinas o
degradando al RNAm a través de un proceso de deadenilacion (Lugo-Trampe, et al., 2009; Ono,
2016). Sin embargo, reportes recientes han indicado que ambas cadenas pueden coexistir y ser
funcionales (Choo, et al., 2014).

Pre-miRNA Exportin5
[ — &
i
( Drosha
e “DICER
Pri-miRNA
RISC
miRNA ( 7/ v )
/ SN
‘/ \.1
(2T O > 54
Inhibicion de la sintesis de proteina Degradacién del RNAm

Figura 7. Biosintesis de miRNAs.

El miRNA se transcribe inicialmente en el nucleo como pri-miRNA por medio de Pol Il
Posteriormente es procesado por el complejo Drosha/Pasha para formar un pre-miRNA, el cual es
transportado al citoplasma por exportina-5 y procesado por Dicer para formar un diplex maduro.
El miRNA maduro es incorporado a RISC, donde una de las cadenas es degradada y la otra es
incorporada satisfactoriamente a RISC para identificar al RNAm blanco y actuar sobre él de
manera post-transcripcional, ya sea inhibiendo la sintesis de la proteina o degradando al RNAmM
(Creado con BioRender.com).
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La expresion de los miRNAs se puede ver afectada por diversos factores, entre ellos el
consumo de ciertos farmacos, componentes dietéticos o metabolitos derivados de la dieta,
contaminantes y otros xenobidticos. Por ejemplo, algunos agentes naturales como acido félico,
vitamina E, curcumina, isoflavona, indol-3-carbinol y resveratrol, pueden modificar la expresion
de ciertos miRNAs en células humanas, lo cual, conduce a una serie de cambios biologicos y
patoldgicos (Koturbash, et al., 2015). Por otra parte, se sabe que la expresion de los miRNAs
también puede ser afectada por la administracion de ciertos farmacos, entre ellos: estatinas,
dexametasona, vinblastina, fluoxetina y enoxacina, ya sea al aumentar o disminuir su expresion
(He, et al., 2014; Mohajeri, et al., 2018).

Los miRNAs desempefian funciones importantes en la regulacion de diversos procesos
bioldgicos, incluidos, la embriogénesis, proliferacién celular, crecimiento y diferenciacion celular,
apoptosis y tumorigénesis (Hata, et al., 2013). Ademas de su presencia en diversos tejidos, existe
una gran cantidad de miRNAs en diversos fluidos corporales, como por ejemplo, sangre, suero,
plasma, orina, semen y leche materna (Weber, et al., 2010), los cuales son altamente resistentes a
las condiciones extremas, tales como degradacion por actividad ribonucleasa, valores de pH
extremos, altas temperaturas, ciclos repetidos de congelacién-descongelaciéon y almacenamiento
prolongado (Mitchell, et al., 2008), por lo que se han considerado como posibles biomarcadores

prondstico de diferentes patologias (Dumortier, et al., 2013).

Estudios recientes han comprobado que los miRNAs circulantes pueden ser transportados
en el medio extracelular asociados con lipoproteinas, principalmente HDL; asi como a vesiculas
membranosas, incluidos exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos (Viereck, et al., 2017;
De Gonzalo-Calvo, et al., 2017). Lo cual plantea la posibilidad de que puedan llevarlos a células
receptoras, donde su captacion parece ser dependiente del receptor SR-BI, alterando asi su
expresion génica (Chen, et al., 2012). De esta manera los miRNAs desempefian un papel crucial
en la funcién celular y de érganos a través de la regulacion de la expresion génica, asi como
mensajero para la comunicacion celula-célula y diafonia (en inglés “crosstalk’) entre los 6rganos
(Seneshaw, et al., 2016).
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2.12. miRNAs en enfermedades cardiovasculares

Los miRNAs desempefian un papel importante en la fisiopatologia cardiovascular y su
expresion se encuentra alterada en diversas ECV, por lo tanto, el papel bioldgico de los miRNAs
se convirtio en un campo de investigacion de rapida evolucion en estas enfermedades (Oliveira-
Carvalho, et al., 2012). Numerosos estudios han descrito cambios en la funcion y expresion de
miRNAs en corazones humanos Yy tejidos vasculares enfermos (Van Rooij, et al., 2012). Ademas,
estudios de ganancia y pérdida de funcidn han descubierto papeles prominentes para los miRNAs
en trastornos cardiovasculares, tales como, hipertension esencial, infarto agudo al miocardio,
accidente cerebrovascular, hipertrofia cardiaca, sindrome coronario agudo, insuficiencia cardiaca,

angiogénesis, estenosis vascular y fibrosis (Ono, 2016; Van Rooij, et al., 2012).

Entre los miRNAs descritos en el sistema cardiovascular se encuentran el miRNA-33a-5p,
miRNA-144-3p y miRNA-26a-5p, los cuales regulan la expresion del gen de ABCAL, por lo que,
participan en la biogénesis y el eflujo de colesterol celular (Rotllan, et al., 2012; Li, et al., 2015;
Dlouha, et al., 2017). miRNA-33a esta localizado en el intrén 16 del gen SREBP2 en el cromosoma
22 (Chen, et al., 2012); regula genes involucrados en el metabolismo de colesterol y oxidacion de
acidos grasos. Su inhibicién en modelos murinos resulta en un aumento de eflujo de colesterol a
ApoA-1, lo cual incrementa los niveles de HDL en suero y produce la disminucion de colesterol
en los tejidos periféricos, especialmente en macréfagos y placas ateroscleréticas (Novak, et al.,
2015). El gen del miRNA-144 esté ubicado en el cromosoma 17q11.2 (Zhou, et al., 2020). Este
miRNA participa en diversos procesos bioldgicos, incluidos proliferacion, apoptosis, migracion,
ciclo celular y angiogénesis. También desempefia un rol esencial en la homeostasis del colesterol
y regulacién de la inflamacién, ya que, de acuerdo con estudios in vivo e in vitro, su sobreexpresion
en modelos murinos tiene como consecuencia una inhibicion en el eflujo de colesterol, asi como
un aumento en la expresion de factores inflamatorios en la linea celular monocitica de leucemia
humana THP-1 (Hu, et al., 2014).

Los miembros de la familia del miRNA-26 estan integrados dentro de los intrones de los
genes que codifican a las proteinas del dominio carboxilo-terminal del polipéptido de la RNA
polimerasa Il, una familia de fosfatasas pequefia (CTDSP). miRNA-26a es generado a partir de 2
loci distintos: miRNA-26a-1 ubicado en el intron del gen CTDSPL en el cromosoma 3p21.3 y
miR-26a-2 ubicado en el intron del gen CTDSP2 en el cromosoma 12g14.1 (Li, et al., 2021). miR-
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26 desempenia diversas funciones en la regulacion de aspectos clave del crecimiento, desarrollo y
activacion celular. Estudios recientes en diferentes tipos de celulares, incluidas las células del
mausculo liso vascular, células endoteliales, fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos, sugieren que
este miRNA podria tener implicaciones importantes en mecanismos de reparacion vascular (Icli,
et al., 2014). En un estudio in vitro en células embrionarias de rifion humano se encontré que la
sobreexpresion de miR-26a inhibe la expresion de ABCAL, lo que resulta en una reduccion del

eflujo de colesterol (Sun, et al., 2012).

Asimismo, han sido identificados miRNAs asociados con procesos de estrés oxidante, tales
como miRNA-155, miRNA-21 y miR-221, que, de acuerdo con estudios anteriores, se ha descrito
que tienen una correlacion negativa con NOS3 (Zhu, et al., 2011; Cengiz, et al., 2015; Pefialoza,
et al., 2020). miRNA-155 esta codificado por el gen huésped MIR155 (MIR155HG) (Wu, et al.,
2017). Se encuentra altamente expresado en células B y T activadas, asi como en
monocitos/macréfagos. miR-155-5p desempefia un papel fundamental en diferentes procesos
fisiolégicos y patoldgicos, incluidos la diferenciacion del linaje hematopoyético, la inmunidad,
inflamacién, y en las enfermedades cardiovasculares (Elton, et al., 2013). En un estudio previo, se
encontrd una disminucion de la expresion de miR-155-5p en leucocitos de pacientes con EAC, asi
que, su desregulacion podria estar participando en el proceso aterosclerdtico (Sanlialp, et al.,
2020). Por otra parte, miR-21 esta ubicado en el cromosoma 17g23.2, en una region intergénica
con el extremo 3’UTR del gen que codifica para la proteina transmembrana 49 (TMEM 49)
(Surina, et al., 2021). Estudios han revelado que su expresion se encuentra desregulada en el
corazon y en la vasculatura en condiciones de enfermedad cardiovascular, tales como enfermedad
vascular proliferativa, hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca y enfermedad cardiaca
isquémica. Ademas, desempefia funciones importantes en la proliferacion y apoptosis de las

células del musculo liso vascular y células cardiacas (Dai, et al., 2020).

miRNA-221 esta localizado en el cromosoma Xp11.3 (Ravegnini, et al., 2019); sin embargo,
no hay reportes previos que indiquen que existe una mayor expresion de este miRNA en mujeres.
Se ha descrito que la cadena 3p de este miRNA regula diferentes procesos vasculares como la
angiogénesis y envejecimiento vascular. Ademas, esté involucrada en una variedad de mecanismos
patologicos relacionados con los vasos, que incluyen la angiogénesis tumoral, inflamacion

aterosclerotica, remodelacion vascular, fibrosis, calcificacion vascular y disfuncion endotelial
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(Chistiakov, et al., 2015). Sin embargo, afios mas recientes se ha indicado que la cadena 5p esta
asociada con remodelado inverso del ventriculo izquierdo, insuficiencia cardiaca (Shah, et al.,

2018) y arteriosclerosis obliterante (He, et al., 2016).

Por lo tanto, el presente estudio tiene como propdsito, determinar la expresion de miRNAs
en monocitos, células clave en la iniciacion y progresion de la aterosclerosis, asi como su
implicacion en la EAC en pacientes mexicanos sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria.
Seleccionamos a los miRNAs de estudio basados en una busqueda bibliografica, enfocandonos en
miRNAs asociados con el TRC y estrés oxidante, principales mecanismos en la formacién de placa
aterosclerdtica (Figura 8).

Figura 8. miRNAs y genes de estudio

Regulacion del transporte reverso del colesterol

ABCAI (Rayner, et al., 2011) -Modelo murino

Apoptosis de cardiomiocitos, transporte reverso

Biogénesis de las HDL, transporte
del colesterol (Hu, et al., 2014) -Modelo murino

reverso del colesterol

Fibrosis cardiaca, estrés oxidante
(Zheng, et al., 2018) -Modelo murino

Neoangiogénesis, aterosclerosis, estrés oxidante
(Richart, et al., 2014) -Modelo murino

NOS3

Supresién de inflamacion, estrés oxidante

Sintesis de 6xido nitrico, regulacion de la
» Fegu (Galbraith, ef al., 2017) -Humanos

funcién vascular

Insuficiencia cardiaca y arteriosclerosis obliterante
(Shah, et al., 2018 ; He, et al., 2016) -Humanos /

ECV: Enfermedades cardiovasculares
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PLANTEAMIENTO, JUSTIFICACION, PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aterosclerosis es considerada una enfermedad de salud publica por su comportamiento
silencioso y su estrecha relacién con la EAC, la cual constituye la segunda causa de mortalidad en
la poblacion adulta en nuestro pais. De acuerdo con la OMS, en el 2015 murieron por esta causa
7.4 millones de personas en el mundo, y se estima que en los siguientes afios el nUmero de muertes
por esta enfermedad aumenten considerablemente. Esto hace necesario que los estudios sean
enfocados hacia nuevos mediadores involucrados en los mecanismos de la patogénesis de la
aterosclerosis, como los miRNAS, ya que estos, al regular la expresion de genes importantes en
dicho proceso, tales como ABCA1 y NOS3, se convierten en importantes blancos terapéuticos en

la prevencidn de esta problematica de salud mundial.

4. JUSTIFICACION

Recientemente, se ha demostrado que los miRNAs regulan de manera post-transcriptacional
la expresion de genes involucrados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Por lo que,
el estudio de miRNAs asociados con mecanismos que participan en la formacion de placa
aterosclerotica, como el TRC y estrés oxidante, en monocitos de pacientes mexicanos con EAC,
nos permitira tener un mejor conocimiento sobre la fisiopatologia de la aterosclerosis, y de esta
manera contribuir en un futuro en el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas que puedan ser
aplicadas en la prevencion y aparicion de las complicaciones de las enfermedades

cardiovasculares.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué implicacion tiene la desregulacion en la expresion de los miRNAs, NOS3 y ABCA1 en
monocitos de pacientes con EAC?

6. HIPOTESIS

La desregulacion en la expresion de miRNAs, NOS3 y ABCA1 en monocitos aumenta el riesgo de

presentar EAC, ya que contribuye a la formacion de la placa aterosclerotica.
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OBJETIVOS

7. OBJETIVO GENERAL

- Determinar la expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p, miRNA-26a-5p, miRNA-155-
5p, miRNA-21-5p, miRNA-221-5p, NOS3 y ABCA1 en monocitos de pacientes con EAC.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la expresion de los miRNAs de estudio en monocitos de pacientes con EAC y sujetos

control.
- Determinar la expresion del RNAmM de ABCAL y NOS3 en pacientes con EAC y sujetos control.

- Definir la correlacion entre la expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p, miRNA-26a-5p y
la expresion del RNAm de ABCAL.

- Establecer la correlacion entre la expresion de miRNA-21-5p, miR-155-5p, miR-221-5p y la
expresion del RNAmM de NOS3.

- Evaluar el eflujo de colesterol en células J744 y asociarlo con la expresion de los miRNAs de
estudio y el RNAm de ABCA1.

- Explicar la posible influencia de la desregulacion en la expresion de estos miRNASs, en la

biogénesis de la aterosclerosis.
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DISENO DEL ESTUDIO

9. DISENO DEL ESTUDIO
- Tipo de investigacion

e Observacional, transversal de casos y controles
- Poblacién de estudio

e Pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” que fueron reclutados
entre 2018 y 2020

- Tamafio de muestra

e 50 Sujetos sin EAC (Grupo control)
e 50 Pacientes con EAC

Se calculd con los datos publicados en los Gltimos afios por diferentes grupos de trabajo. Se
tomaron en cuenta las medias y desviaciones estdndar de dichas publicaciones (Anexo 1). El
tamafo calculado para el presente estudio fue de 37 sujetos (Dong, et al., 2017), sin embargo, se

establecid un tamafio de muestra de 50 sujetos por grupo.

2
L _(Gieapp + 21p) ST+ 5D)
(X1 — X5)?

Donde,
Za-ar2)=1.96y 2.576 Para un nivel de confianza del 95% y 99%, respectivamente
Za-py= 0.84y2.326 Para un poder estadistico 80% y 99%, respectivamente

Sl= Desviacion estandar del grupo control
S2= Desviacion estandar del grupo problema
X1=  Media poblacional del grupo control

X2 = Media poblacional del grupo problema

- Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

A) Grupo control
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Sujetos con grosor de la intima media carotideo (GIMc) normal segln su edad y género
(Stein, et al., 2008).
Estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion.

Ser mexicano de nacimiento con al menos 2 generaciones anteriores de origen mexicano.

Grupo con EAC

Pacientes con diagnostico de EAC estable.

Estenosis coronaria mayor del 50% determinada por angiografia.

Pacientes programados para cirugia de revascularizacion de arterias en el Departamento de
Cirugia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion.

Ser mexicano de nacimiento, con al menos 2 generaciones anteriores de origen mexicano.

Criterios de exclusién

A) Grupo control

Presentar un GIMc elevado y/o presencia de placa.
Tener antecedentes de enfermedad cardiovascular.
Presencia de insuficiencia cardiaca congestiva.
Presentar alguna enfermedad inflamatoria.

Padecer alguna enfermedad cronico degenerativa.

Grupo con EAC
Presencia de insuficiencia cardiaca congestiva.
Presentar alguna enfermedad inflamatoria.

Padecer alguna enfermedad crénico degenerativa.

Criterios de eliminacion

Volumen de sangre total insuficiente.
Cantidad de monocitos menor a 1x10° células en 15 ml de sangre.

No estar de acuerdo en participar en el estudio.
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Tabla 3. Definicion de variables y valores de referencia.

Nombre de la
variable

Definicién conceptual

Tipo de variable

Dimension

Sexo

Edad

indice de masa
corporal (IMC)

Colesterol Total

Triglicéridos

c-LDL

c-HDL

Glucosa

Presién arterial

Frecuencia
cardiaca

GIMc

Expresion de
mMiRNAs

Expresion de
ABCA1/NOS3

Caracteristicas biologicas primarias
y sexuales con las que nace un
individuo

Tiempo que ha vivido un individuo
desde su nacimiento hasta el
momento del estudio

Es un indicador de la relacién entre
el peso y la talla de un individuo
que se utiliza para identificar
sobrepeso y obesidad

Valor que indica la concentracion
de colesterol total en sangre

Moléculas de glicerol, esterificadas
con tres acidos grasos

Lipoproteinas de baja densidad que
transportan el  colesterol al
endotelio arterial

Lipoproteinas de alta densidad que
participan en el transporte inverso
del colesterol

Es el azUcar que circula en la sangre
y la fuente principal de energia para
los organismos vivos

Es la presion que ejerce la sangre
contra la pared de las arterias

Es el nimero de veces que se
contrae el corazén durante un
minuto

Es la medicion del area de tejido
que inicia desde el borde luminal de
laarteriay terminaen el limite entre
la media y la adventicia

Expresion relativa de la cantidad de

cada miRNA

Expresion relativa de la cantidad
del RNAmM

Cualitativa nominal

dicotémica

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Masculino
Femenino

Afos

Normal: 18.5-24.9 Kg/m?:
Sobrepeso: > 25-29.9 Kg/m?
Obesidad tipo I: > 30-34.9 Kg/m?
Obesidad tipo II: > 35-39.9 Kg/m?
Obesidad tipo III: > 40 Kg/m?

Optimo: < 200 mg/dL
Limitrofe alto: 200-239 mg/dL
Alto: > 240 mg/dL

Optimo: < 150 mg/dL
Limitrofe alto: 150-199 mg/dL
Alto: 200-499 mg/dL

Muy alto: >500 mg/dL

Optimo: 100 mg/dL

Cercano o sobre el éptimo: 100-129 mg/dL
Limitrofe alto: 130-159 mg/dL

Alto: >160 mg/dL

Hombres: < 40 mg/dL
Mujeres: < 50 mg/dL

Normal: <99 mg/dL
Prediabetes: 100-125 mg/dL
Diabetes: >126 mg/dL

Optima: <120 y <80 mmHg
Normal:120-129 y/o 80-84 mmHg

Normal alta: 130-139 y/o 85-89 mmHg
HTA grado I: 140-159 y/o 90-99 mmHg
HTA grado I1: 160-179 y/o 100-109 mmHg
HTA grado III: >180 y/o >110 mmHg

Normal: 60-100 pulsaciones/min

Depende de la edad, género y raza (mm)

Normalizados con el gen endégeno
RNU6B

Normalizados con el gen endégeno HPRT
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- Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion, con numero 18-1075, fue aprobado por el Comité de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (Anexo 2). Todos
los sujetos de estudio firmaron una carta de consentimiento informado, acorde a los principios
éticos para la investigacion médica con seres humanos, conforme a lo estipulado en la Declaracion
de Helsinki, modificada por el Congreso de Tokio, Japén (World Medical Association, 2013)
(Anexo 3).

10. MATERIALES Y METODOS

- Poblacion de estudio

Se obtuvieron muestras sanguineas de pacientes diagnosticados con EAC (Kouchoukos, et
al., 1994; Barner, et al., 2001), quienes acudieron al Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chévez” con dafio en las arterias coronarias. Sus casos fueron presentados en la sesion médica
quirdrgica (Heart time) para estandarizar los requisitos del tipo de cirugia de revascularizacion a
considerar segun la patologia de cada paciente. Los sujetos del grupo control acudieron por
invitacion al Instituto para la toma de muestra sanguinea y ultrasonido para evaluar el GIMc. Todos
los participantes respondieron cuestionarios estandarizados y validados, para obtener informacion
sobre antecedentes familiares y médicos, consumo de alcohol y tabaco, y actividad fisica. La
informacidn necesaria también se obtuvo del expediente clinico de cada sujeto. Las principales
comorbilidades encontradas en los pacientes con EAC fueron: hipertension arterial y diabetes
mellitus tipo 2. Los medicamentos de uso comun eran estatinas, hipoglucemiantes y diversos
antihipertensivos; por lo cual, de forma secundaria se analizé cada miRNA de estudio de acuerdo

al consumo de dichos farmacos, para determinar si su expresion se veia afectada por éstos.

- Toma de muestra

Las muestras de sanguineas se obtuvieron a través de puncion venosa después de 12 horas de

ayuno en tubos con acido etilendiaminotetracetico sodico (EDTA-Na). De un tubo se llevo a cabo
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la separacion del plasma mediante centrifugacion para la determinacion del perfil lipidico; de tres

tubos se realizo la separacion de monocitos y extraccion de HDL.

- Medicion de la intima media arterial

Para asegurar que el grupo control no presentara aterosclerosis subclinica, se evaluo el GIMc
a cada uno de ellos empleando un aparato de ultrasonido de alta resolucién en modo B (Sonosite
MicroMax), con un transductor de 13-6 MHz. El estudio se llevd a cabo en declbito supino con
el cuello extendido. Todas las mediciones de la intima-media de la cardtida comdn se realizaron
en el plano longitudinal de la pared distal de la carétida, a 2 cm de la bifurcacion del bulbo
carotideo. EI GIMc se midi6 a traves de la distancia entre la interfaz intima-arteria-luz y la interfaz
media-adventicia de la pared distal. Se tomaron cinco mediciones, tanto en la carétida izquierda
como en la derecha. EI GIMc se definid con el promedio de todas las mediciones. EI GIMc elevado
se considerd de acuerdo al p75 especifico de poblacién hispana por grupo de edad y género (Stein,
et al., 2008) (Anexo 4). El ultrasonido fue realizado por un solo observador, previamente

capacitado.

- Determinaciones bioquimicas

Las concentraciones de colesterol total, triglicéridos (CT y TG) y glucosa en sangre se
determinaron por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales. ElI c-HDL se midi6 en el
sobrenadante después de haber precipitado a las lipoproteinas que contienen ApoB por el método
de precipitacion con fosfotungstato de magnesio. ElI c-LDL se calculé con la formula de
Friedewald (1972).

- Separacion de monocitos

Para la obtencidén de monocitos se utilizé sangre total recolectada en tubos con EDTA-Na
después de 12 horas de ayuno. La sangre total se diluyd en una proporcién 1:1 con PBS 1X 1%

heparina y posteriormente se afiadié sobre una solucion Histopaque 1077 (10771, Sigma-Aldrich)
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manteniendo la proporcidn de sangre-PBS 1X 1% heparina. Las muestras se centrifugaron durante
30 minutos (Anexo 5). Posteriormente se recolecto la capa leuco-plagquetaria que se genera después
de la centrifugacion, entre el plasmay los eritrocitos. Finalmente, se aislaron monocitos CD14" de
las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por seleccion positiva, utilizando

columnas y microperlas CD14 humanas (MACS®, Miltenyi Biotec) (Anexo 6).

- Aislamiento de HDL

Las HDL fueron separadas del plasma por ultracentrifugacion secuencial a 110,000 r.p.m en
tubos de policarbonato de 3.2 mL. Las lipoproteinas que contienen ApoB (densidad<1.063 g/mL)
se separaron a 110,000 r.p.m durante 2.10 h. Posteriormente las HDL (1.063<densidad<1.21
g/mL) se obtuvieron después de centrifugar a 110,000 durante 2.5 h, y se dializaron durante 24h
con PBS 1X.

- Extraccion de RNA total

El RNA se extrajo de los monocitos por medio de la técnica de Tripure™ (Roche Molecular

Biochemicals) (Anexo 7).

- Transcripcion reversa

Se realiz6 una retrotranscripcion con 1pg de RNA total para la sintesis de cDNA siguiendo el
protocolo del kit “HighCapacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems). EIl cDNA
se guardd a -20°C.

La retrotranscripcion de cada microRNA de estudio se llevd a cabo con 20 ng de RNA total.
Las condiciones de ciclaje fueron 30 min a 16°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C, y 4 min a 4°C. El
cDNA se guardd a -20°C.
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- Analisis de RNAm, miRNAs y validacion de la cuantificacion

La expresion del RNAm de ABCAl (Hs01059137 ml) y NOS3 (Hs01574665 ml) en
monocitos, se cuantificé empleando los ensayos comerciales “TagMan Gene Expression” en el
equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc). Las
condiciones de ciclaje fueron 2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15s a 95°C
y 1 min a 60°C. Los niveles de expresion se determinaron por duplicado y se normalizaron con el
gen endogeno HPRT (Hs99999909 m1).

La expresion de miRNA-33a-5p (hsa-miR-33a), miRNA-144-3p (hsa-miR-144), miRNA-
26a-5p (hsa-miR-26a), miRNA-21-5p (hsa-miR-21), miRNA-155-5p (hsa-miR-155) y miRNA-
221-5p (hsa-miR-221) en monocitos, se cuantificaron empleando ensayos TagMan para
microRNA utilizando el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Inc). Las condiciones de ciclaje fueron 2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguidos por
40 ciclos de 15s a 95°C y 1 min a 60°C. Los niveles de expresion se determinaron por duplicado
y se normalizaron con el gen endégeno RNUGB. Se realiz6 una cuantificacion relativa por medio
de la siguiente formula: 224 (Livak, et al., 2001).

- Eflujo de colesterol

La capacidad de las HDL de aceptar colesterol de los macrofagos, se evalu6 utilizando la linea
celular J774 de macrdfagos de raton. Brevemente, las células se marcaron con [°H]-colesterol y se
incubaron en medio RPMI-1640 con 50 pg/pozo de proteina HDL provenientes del plasma de los
sujetos de estudio. Al término de la incubacién, se retird el medio y se removi6 la monocapa de
células con NaOH. La radioactividad se midio tanto en el medio como en las células (radiactividad
total por pozo). El porcentaje de radiactividad en el medio respecto a la radiactividad total
corresponde al eflujo de colesterol.
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- Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en el programa SPSS version 22 (SPSS Inc. Chicago USA). Se
realizd un andlisis descriptivo de todas las variables. Para las variables que presentaban una
distribucion normal, los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar (DS);
en el caso de las variables discontinuas, los resultados se representaron con la mediana (min-max).
La comparacion entre grupos se realizd mediante la prueba t de Student para variables continuas,
y Chi? para variables discretas. Se realizé una prueba U de Mann-Whitney para las variables que
no presentaron una distribucién normal, asi como para evaluar desenlaces del grupo control y los
pacientes con EAC medicados y no medicados. Posteriormente, se llevé a cabo un analisis de
regresion logistica binaria con la construccion del modelo de acuerdo con las variables que
resultaron de importancia. Finalmente, se realizé un andlisis de correlacion por medio de la prueba
de Pearson; en el caso de los datos de expresion, estos se normalizaron calculando el logaritmo.

Los resultados con valores de p <0.05 fueron considerados significativos.
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Figura 9. Diagrama de flujo del desarrollo del proyecto de investigacion.
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11. RESULTADOS

11.1. Descripcién de la poblacion

Tabla 1. Parametros bioquimicos y antropomeétricos de la poblacion de estudio

VARIABLES CONTROLES EAC
(n=50) (n=60) P
Edad (afios) 48.67 £ 6.47 62.10 £ 11.75 < 0.001
Sexo [n (%)] M/F 30 (60.7%) / 51 (85.3%) / 0.001
20 (39.3%) 9 (14.7%)
IMC (kg/m?) 27.75+ 3.78 26.42 + 3.90 0.849
Colesterol Total (mg/dL) 171.06 + 24.47 138.26 + 49.98 <0.001
c-HDL (mg/dL) 45.80 + 14.75 30.98 + 7.90 <0.001
c-LDL (mg/dL) 102.86 + 23.17 90.61 +49.70 0.066
Triglicéridos (mg/dL) 131.48 £ 49.86 141.94 £ 62.30 0.302
Estatinas % 0% 72.0% <0.001
Glucosa (mg/dL) 93.76 £ 7.82 120.34 + 48.78 <0.001
Diabetes % 0% 43.0% <0.001
Hipoglucemiantes % 0% 20.0% <0.001
PAS (mmHg) 112,43 +9.12 127.33 +£18.81 <0.001
PAD (mmHg) 70.43 £ 6.01 79.60 £12.03 <0.001
Hipertension % 0% 55.0% <0.001
FC (pulsaciones/min) 65.44 + 9.81 79.44 +13.10 <0.001
Antihipertensivos % 0% 62.0% <0.001
Tabaquismo % 9.5% 17.1% 0.381
Alcoholismo % 0% 2.6% <0.001

Los datos se expresan como media + desviacion estandar. IMC: indice de masa corporal;
c-HDL.: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad; c-LDL: Lipoproteinas de baja
densidad; PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastolica; FC: Frecuencia

cardiaca; GIMc: Grosor de la intima media carotideo.

La poblacion de estudio fue de 110 mexicanos reclutados en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, de los cuales 50 fueron controles (GC) y 60 pacientes con EAC.

De estos, en el grupo con EAC, 51 fueron hombres y 9 mujeres, por lo que la relacion fue de 6:1.
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La tabla 4 muestra los principales parametros bioquimicos y antropométricos de ambos grupos.
Se puede observar que en el grupo de EAC, existe un aumento significativo en la edad (p<0.001),
glucosa (p<0.001), presion arterial sistélica (PAS) (p<0.001), presion arterial diastolica (PAD) (p<
0.001) y frecuencia cardiaca (FC) (p<0.001). Por otra parte, en el grupo que presenta EAC, se
encontro una disminucion significativa del colesterol total (p<0.001) y c-HDL (p<0.001); en el
caso del c-LDL, aungue no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos, el grupo
con EAC presento valores menores a los controles. Algunos de los factores de riesgo principales
para desarrollar alguna enfermedad cardiovascular son la diabetes y la hipertension, por lo que el
43.0% de los pacientes con EAC presentaron diabetes, y el 55.0% HTA.

11.2. Expresion de los miRNAs de estudio en monocitos

La expresion de los miRNAs de estudio se determind en monocitos del grupo control y EAC
por medio de la técnica de PCR en tiempo real. En la tabla 5 se muestran los valores de expresion
de cada miRNA por grupo. La expresion de miRNA-33a-5p y miRNA-155-5p fue menor en el
grupo de EAC en comparacion con la del grupo control (p< 0.05). Por otra parte, miRNA-144-3p

no presento diferencias significativas.

En el caso de la expresion de miRNA-26a-5p se observd un aumento significativo en el
grupo de EAC en comparacion con el grupo control; al igual que en la expresién de miRNA-21-
5p y miRNA-221-5p (p< 0.05).

Tabla 5. Valores de expresion de los miRNAs de estudio entre el grupo con EAC
y el grupo control

Controles EAC p
miR-33a-5p 9.43 (0.61-50.75) 3.81 (0.30-15.98) <0.001
miR-155-5p 14.04 (0.74-78.72) 7.69 (0.91-33.15) 0.021
miR-144-3p 7.95 (0.41-77.53) 6.03 (0.10-70.01) 0.925
miR-26a-5p 5.26 (0.23-43.95) 9.91 (0.41-52.66) 0.033
miR-21-5p 7.54 (0.69-61.42) 15.13 (1.45-130.43) 0.001
miR-221-5p 7.47 (0.12-74.64) 21.12 (1.67-116.41) <0.001

Los datos expresan la mediana (min-max).
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11.3. Expresion de RNAmM en monocitos

En la tabla 6 se muestran los valores de expresion de los RNAm de estudio. Uno de los
genes blanco de miRNA-33a, miRNA-144 y miRNA-26a es el transportador ABCAL, por lo que
se determin® su expresion en monocitos por medio de PCR en tiempo real. La expresion de ABCA1
fue mayor en el grupo de EAC en comparacién con el grupo control, con una diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.002).

En el caso de miRNA-21, miRNA-155y miRNA-221, estos tienen como gen blanco a NOS3,
encargado de la sintesis de oxido nitrico, por lo tanto, también determinamos la expresion del
RNAmM en monocitos. De acuerdo con los resultados, su expresion fue menor en el grupo de EAC

en comparacion con el grupo control, con una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.001).

Tabla 6. Valores de expresion de los RNAm de estudio entre el grupo con EAC
y el grupo control

Controles EAC p
ABCA1 9.84 (1.44-26.84) 14.64 (5.68-47.07) 0.002
NOS3 108.44 (5.70-1125.22) 27.01 (1.00-129.55) <0.001

Los datos expresan la mediana (min-max).

11.4. Relacion entre EAC, genes de estudio y datos antropométricos

Para determinar los factores que influyen en el desarrollo de la EAC, se realizé un analisis
de regresion logistica binaria con la construccion del modelo de acuerdo con los parametros
bioquimicos, antropométricos y genes de estudio que tuvieron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo con EAC (Edad, sexo, colesterol total, c-HDL, glucosa, PAS, PAD, FC,
ABCA1, NOS3 y miRNAs de estudio). Los resultados mostraron que la disminucién de la
expresion de miRNA-33a-5p y el aumento de ABCAL1 tienen un efecto protector, debido a que se
asocian con un menor riesgo de presentar EAC; mientras que, el aumento de la expresion de

miRNA-21-5p, miRNA-221-5p, asi como la disminucion de NOS3, se asocia con un mayor riesgo
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de presentar la enfermedad (tabla 7). La disminucion del c-HDL, asi como el aumento de la edad

y PAS, también se asociaron a un mayor riesgo de presentar EAC, sin embargo, la razon de

probablidades (OR) fue baja.

Tabla 7. Asociacion entre EAC, expresion de genes de estudio y datos antropométricos

a OR Cl1 95% p
Edad 6.177 1.088 1.018-1.163 0.013
c-HDL 8.863 1.180 1.058-1.314 0.003
PAS 5.951 1.071 1.014-1.133 0.015
miRNA-33a-5p 4.139 0.135 0.020-0.929 0.042
miRNA-26a-5p 3.149 3.105 0.888-10.853 0.076
miRNA-21-5p 8.411 8.373 1.992-35.206 0.004
miRNA-221-5p 6.839 6.447 1.595-26.061 0.009
ABCA1 10.975 0.060 0.011-0.318 0.001
NOS3 6.222 6.622 1.404-31.250 0.017

¥%: Valor de Chi?; OR: Odds ratio; IC 95%: Intervalo de confianza del 95%;
p: Valor p entre variables.

11.5. Correlacion entre la expresion de los miRNAs y genes de estudio

Al llevar a cabo la correlacion de la expresion del miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p y miRNA26a-

5p con su gen blanco ABCA1 en ambos grupos de estudio (tabla 8), s6lo encontramos una

correlacion negativa y significativa con miRNA-26a-5p en el grupo control (p= 0.002). Por otro

lado, al correlacionar la expresion de miRNA-21-5p, miRNA-155-5p y miRNA-221-5p con su gen

blanco NOS3 (tabla 9), s6lo observamos una correlacion negativa y significativa con miRNA-

155-5p en el grupo control (p= 0.043). Los datos de expresion se normalizaron calculando el

logaritmo.

46



RESULTADOS

Tabla 8. Correlaciones entre la expresion de miRNAs y ABCA1

ABCA1
Controles EAC
r p r Y
miRNA-33a-5p 0.004 0.978 0.154 0.290
miRNA-144-3p -0.279 0.074 -0.037 0.803
miRNA-26a-5p - 0.466 0.002 -0.123 0.393

r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).

Tabla 9. Correlaciones entre la expresion de miRNAs y NOS3

NOS3
Controles EAC
r P r P
miRNA-21-5p -0.318 0.043 -0.029 0.845
miRNA-221-5p -0.224 0.149 0.091 0.519
miRNA-155-5p 0.006 0.971 0.095 0.512

r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).

Ademas, también se realiz6 la correlacidn de la expresion de cada uno de los miRNAs de
estudio con los datos obtenidos de los analisis bioquimicos y los datos antropométricos (Anexo
15). miRNA-33a-5p correlaciond negativa y significativamente con los niveles de triglicéridos en
el grupo con EAC (r= -0.376, p= 0.004); miRNA-155-5p correlacion6 negativa y
significativamente con los niveles de c-LDL en el grupo control (r= -0.320, p= 0.032); ademas,
miRNA-26a-5p correlaciond negativa y significativamente con la glucosa en el grupo con EAC
(r="-0.290, p=0.026); y miRNA-21-5p correlaciond negativamente con la glucosa (r=-0.381, p=
0.003), y positivamente con la frecuencia cardiaca (r= 0.256, p= 0.048), ambas significativas.
NOS3 correlaciond positiva y significativamente con la frecuencia cardiaca (r= 0.292, p= 0.024).
Por otra parte, miRNA-144-3p, miRNA-221-5p y ABCAL, no presentaron correlaciones

significativas con los datos clinicos.
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11.6. Expresion de miRNAs y genes blanco de acuerdo con el consumo de estatinas

Debido a que el 72% de los pacientes con EAC estaban bajo tratamiento con atorvastatina,
con la finalidad de determinar si la expresion de los genes de estudio varia con éste, dividimos al
grupo de acuerdo con su consumo y los comparamos con el grupo control por medio de una prueba
U de Mann-Whitney (tabla 10). La expresion de miRNA-33a-5p y miRNA-155-5p en el grupo
medicado y no medicado mantuvo una disminucion significativa en relacion con el grupo control.
Por el contrario, miRNA-21-5p mantuvo un aumento significativo en ambos grupos de EAC en

relacion con el grupo control.

Por otra parte, miRNA-144-3p y miRNA-26a-5p no presentaron diferencias significativas
entre los tres grupos de estudio. Después, al comparar la expresion de miRNA-221-5p,
encontramos un aumento significativo en los pacientes con EAC medicados, en comparacion con
el grupo control (p= 0.002). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el grupo no

medicado con respecto a los pacientes medicados y el grupo control.

Con respecto a los genes blanco, cabe resaltar que, la expresién de ABCA1 mantuvo un
aumento significativo en el grupo de EAC medicado con atorvastatina en comparacion, tanto con
el grupo control (p= 0.002), como con el grupo de EAC no medicado (p= 0.030). A pesar de lo
anterior, cabe mencionar que, los pacientes con EAC tratados con atorvastatina, presentaron un
ligero aumento en la concentracion de c-HDL, en comparacion con los enfermos no medicados;

sin embargo, no fue significativo (31.82 mg/dL vs 28.85 mg/dL, respectivamente; p= 0.183).

La disminucién de NOS3 no se vio afectada por el uso de estatinas, ya que, en el grupo
medicado y no medicado, se sigui6 observando una disminucion significativa en comparacion con

el grupo control.
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Tabla 10. Valores de expresion de los miRNAs y RNAm de estudio de acuerdo con el consumo de atorvastatina

EAC EAC
Controles Grupo no Grupo medicado
(n=50) medicado pl con atorvastatina p2 p3
con atorvastatina (n=44)
(n=16)

miR-33a-5p 9.43 (0.61-50.75) 3.17 (1.20-15.63) < 0.001 5.06 (0.30-15.98) 0.001 0.272
miR-155-5p 14.04 (0.74-78.72) 8.54 (0.91-27.64) 0.050 7.31 (0.96-33.15) 0.032 0.793
miR-144-3p 7.95 (0.41-77.53) 5.58 (0.21-67.11) 0.932 9.16 (0.50-70.01) 0.733 0.836
miR-26a-5p 5.26 (0.23-43.95) 10.75 (1.13-19.46) 0.227 9.03 (0.41-52.66) 0.303 0.773
miR-21-5p 7.54 (0.69-61.42) 14.06 (2.60-130.43)  0.011 18.17 (1.45-82.65) 0.008 0.620
miR-221-5p 7.47 (0.12-74.64) 21.12 (2.54-101.78)  0.073 20.64 (1.67-116.42) 0.002 0.522
ABCA1l 9.84 (1.44-26.84) 12.34 (6.48-40.48) 0.985 17.15 (6.06-47.08) 0.002 0.030
NOS3 108.44 (5.70-1125.22)  26.38 (1.00-79.56) < 0.001 23.98 (1.65-129.55) < 0.001 0.786

Los datos expresan la mediana (min-max); p< 0.05; p1: EAC grupo no medicado vs controles; p2: EAC grupo medicado vs

controles; p3: EAC Grupo no medicado vs EAC grupo medicado.
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11.7. Expresion de miRNAs y genes blanco de acuerdo con el consumo de hipoglucemiantes

El 20% de los pacientes con EAC se encontraban bajo tratamiento con hipoglucemiantes, en
su mayoria metformina, por lo que también dividimos a este grupo por el consumo de dichos
farmacos y los comparamos con el grupo control (tabla 11). La expresion de miRNA-33a-5p se
mantuvo disminuida tanto en el grupo de EAC medicado como en el no medicado, en comparacion
con el grupo control, sin embargo, s6lo fue significativo en el grupo no medicado. La expresion
de miRNA-21-5p presentd un aumento significativo en el grupo no medicado en comparacion
tanto con el grupo control, como con el grupo medicado con hipoglucemiantes; incluso, los niveles
de expresion de este miRNA con el tratamiento, se asemejan al del grupo control. En el caso de
miRNA-26a-5p y mMiRNA-221-5p, podemos observar que su expresion se mantuvo
significativamente elevada en el grupo con EAC que no se encontraba bajo tratamiento en
comparacion con el grupo control. Por otra parte, la expresion de miRNA-144-5p, miRNA-155-
5p y ABCAL no presento diferencias significativas entre los tres grupos de estudio (p> 0.05). La
expresion de NOS3 se encontré disminuida en el grupo de EAC medicado y no medicado, en

comparacion con el grupo control.
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Tabla 11. Valores de expresion de los miRNAs y RNAm de estudio de acuerdo con el consumo de hipoglucemiantes

EAC EAC
Controles Grupo no medicado pl Grupo medicado p2 p3
(n=50) con con
hipoglucemiantes hipoglucemiantes

(n=48) (n=12)
miR-33a-5p 9.43 (0.61-50.75) 3.68 (0.30-15.98) <0.001 5.05 (0.84-15.26) 0.100 0.459
miR-155-5p 14.04 (0.74-78.72) 7.98 (0.91-33.15) 0.157 4.26 (2.63-21.63) 0.397 0.528
miR-144-3p 6.51 (0.41-48.34) 5.65 (0.10-68.93) 0.750 6.54 (1.74-17.42) 0.817 0.964
miR-26a-5p 5.26 (0.23-43.95) 10.75 (1.07-52.66) 0.016 4.91 (1.13-34.96) 0.851 0.092
miR-21-5p 7.54 (0.69-61.42) 15.43 (1.45-82.65) 0.001 7.35 (2.50-18.62) 0.983 0.022
miR-221-5p 7.47 (0.12-74.64) 21.79 (2.48-116.42) < 0.001 11.01 (2.78-46.85) 0.321 0.086
ABCAl 9.84 (1.44-26.84) 12.20 (5.68-47.08) 0.087 12.95 (8.94-41.92) 0.086 0.339
NOS3 108.44 (5.70-1125.22)  25.11 (1.00-129.55) < 0.001 23.98 (2.27-83.71) < 0.001 0.776

Los datos expresan la mediana (min-max); p< 0.05; p1: EAC grupo no medicado vs controles; p2: EAC grupo medicado vs

controles; p3: EAC Grupo no medicado vs EAC grupo medicado.

Cabe mencionar que, a pesar de que el 53.0% de los pacientes con EAC se encontraban medicados con antihipertensivos, no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo medicado y no medicado en comparacion con el grupo control (Anexo 14).

51



RESULTADOS

11.8. Eflujo de colesterol

Con el propdsito de conocer la capacidad de las HDL de nuestros sujetos de estudio en el
eflujo de colesterol, este mecanismo se evaluo con la linea celular J774 de macréfagos de raton.
Se encontro una disminucién significativa del eflujo de colesterol en las HDL de los pacientes, en
comparacion con el grupo control (3.03 + 0.16 vs 3.66 + 0.19, respectivamente; p= 0.013)
(figura 10).

4.0

3.0

2.0

Eflujo de colesterol (%)

00

Controles EAC

Figura 10. Eflujo de colesterol de los grupos de estudio.
p=0.013. Los datos expresan la media + E.E.

11. 9. Relacion entre eflujo de colesterol y la EAC

Se realiz6 un analisis de regresion logistica binaria con el propdésito de determinar si el eflujo de
colesterol influye en el desarrollo de la EAC. Los resultados mostraron que la disminucion del
eflujo de colesterol se asocia con un mayor riesgo de desarrollar EAC (tabla 12). Ademas, se
encontrd que, el no consumir estatinas cuando se tiene EAC, se asocia con una disminucion en el
eflujo de colesterol y por lo tanto un mayor riesgo de la enfermedad (tabla 13).
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Tabla 12. Relacion entre el eflujo de colesterol y la EAC

1P OR IC 95% p
Eflujo de colesterol 571 1.52 1.13-2.77 0.017
¥2: Valor de Chi?; OR: Odds ratio; IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

Tabla 13. Relacion entre el eflujo de colesterol y las estatinas

i OR IC 95% P
Sin tratamiento con estatinas 4.555 2.659 1.083 - 6.528 0.033
¥%: Valor de Chi?; OR: Odds ratio; IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

11.10. Correlacion entre el eflujo de colesterol y la expresion de los miRNAs

Por otro lado, para determinar si la expresion de los miRNAs se relaciona con el eflujo de
colesterol, se realizo el siguiente analisis entre el grupo control y el grupo con EAC (tabla 14). Se
observo que los 6 miRNAs de estudio correlacionaron negativamente con el eflujo de colesterol,
sin embargo, todas estas correlaciones sélo fueron significativas en el grupo control (p< 0.05). En
el caso de ABCA1, encontramos una correlacion positiva y significativa entre su expresion y el
eflujo de colesterol (r=0.321, p=0.030), pero de igual manera, sélo se observé en el grupo control.
Ademaés, no encontramos correlaciones significativas entre el eflujo de colesterol y la expresion
de NOS3 en ambos grupos de estudio. Los datos de expresion se normalizaron calculando el

logaritmo.

Al dividir a los pacientes con EAC de acuerdo con el consumo de atorvastatina, se observé
que en el grupo no medicado se mantuvo una correlacion negativa entre nuestros 6 miRNAs de
estudio y el eflujo de colesterol, sin embargo, s6lo fue significativa en el caso de miRNA-21-5p
(p=10.044) y miRNA-221-5p (p=0.028). Por otra parte, no se encontré una correlacion significativa

entre el eflujo de colesterol y los datos antropomeétricos (Anexo 16).
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Tabla 14. Correlacion entre el eflujo de colesterol y miRNAs/genes blanco

EAC EAC
Controles EAC Grupo no Grupo medicado
medicado con atorvastatina
con atorvastatina
r P r P r P r P
miR-33a-5p -0.357 0.019 0.005 0.976 -0.022 0.947 -0.157 0.444
miR-144-3p -0.625 <0.001 -0.107 0.505 -0.124 0.701 -0.162 0.471
miR-155-5p -0.594 <0.001 -0.058 0.709 -0.518 0.070 -0.042 0.835
miR-21-5p -0.538 < 0.001 -0.136 0.366 -0.614 0.044 0.125 0.525
miR-26a-5p -0.592 < 0.001 -0.047 0.758 -0.190 0.555 0.093 0.643
miR-221-5p -0.611 <0.001 -0.087 0.576 -0.658 0.028 0.042 0.834
ABCA1 0.316 0.042 -0.008 0.962 0.362 0.248 -0.016 0.941
NOS3 0.053 0.733 0.001 0.994 -0.099 0.749 0.062 0.770

r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).
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12. DISCUSION

Existen varios estudios sobre la presencia de miRNAs en diferentes tipos celulares y su papel
en las enfermedades cardiovasculares; sin embargo, la informacion de su expresion en los
monocitos, células clave en la etapa inicial de la aterosclerosis, es limitada. El objetivo del presente
estudio fue determinar la expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p, miRNA-26a-5p, miR-
155-5p, miR-21-5p y miR-221-5p en monocitos de pacientes con EAC y controles sanos, asi como
la expresion de NOS3 y ABCAL, y su participacion en el desarrollo de dicha enfermedad.
Adicionalmente, se evalu la capacidad de las HDL de aceptar colesterol utilizando la linea celular

J774 de macrofagos de ratén.

Los resultados obtenidos sobre las caracteristicas clinicas, muestran diferencias
significativas entre los dos grupos de estudio. La media de edad de los pacientes con EAC (62
afios) fue significativamente mayor, por lo que cabe sefialar que esto confirma lo descrito por otros
autores. ya que se demuestra que la edad es un factor de riesgo cardiovascular, y que la EAC se
presenta en edades mas avanzadas (Lahoz, et al., 2007; NCEP, 2001). En el grupo con EAC, de
los 60 pacientes, 51 fueron hombres y 9 mujeres, por lo que, la relacién hombre-mujer fue de 6:1,
y la media de edad en las mujeres fue de 69 afios; datos similares a los reportados previamente, los
cuales indican que el riesgo de presentar EAC es aproximadamente 4 veces superior en el varén
que en la mujer antes de la menopausia (Lahoz, et al., 2007; Cisneros Sanchez, et al., 2013), ya
que, de acuerdo con algunos estudios, los estrgenos tienen actividad protectora contra las
complicaciones ateroscleroticas, y por ende, la insuficiencia hormonal ovéarica en el momento de
la menopausia se asocia con un aumento de los eventos cardiovasculares (Pérez-Ldpez, et al.,
2010).

En este estudio, en cuanto al perfil de lipidos, la media de colesterol total y c-LDL se
encontrd dentro de los valores de referencia en ambos grupos, sin embargo, los pacientes con EAC
presentaron una disminucién significativa; esto debido a que el 72% de los enfermos estaban bajo
tratamiento con estatinas, las cuales, de acuerdo con Baigent, son farmacos que inhiben la sintesis
de colesterol y contribuyen a la reduccion significativa de la morbimortalidad cardiovascular
(Baigent, et al., 2005). En el caso del c-HDL, también se observd una menor concentracion en el

grupo de EAC, ya que la media fue de 30.98 mg/dl y, de acuerdo con el Programa Nacional de
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Educacion sobre el colesterol (NCEP), valores < 40 mg/dl se consideran un FR cardiovascular. Sin
embargo, en este sentido, es conocido que el promedio de HDL en México es bajo, y si bien, esto
puede deberse a la etnia, también puede relacionarse al estilo de vida y dieta (Martinez-Marroquin,
et al., 2023).

El grupo con EAC presentd concentraciones de glucosa elevadas y significativamente
mayores, con una media de 120.34 mg/dL. Este aumento en las concentraciones de glucosa se
refleja en la prevalencia alta de pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(43%). Como se ha reportado, esta enfermedad se asocia con un riesgo incrementado de EAC. De
acuerdo con datos epidemiolégicos, la EAC es tres veces mas frecuente en poblacion diabética en
comparacion con la poblacion no diabética y, se considera la principal causa de muerte del paciente
diabético (Florenzano, et al., 2009). Ademas de la diabetes, otro de los principales factores de
riesgo cardiovascular es la HTA. En el presente trabajo, la prevalencia de HTA en los pacientes
con EAC fue del 55.0%, por lo cual, los valores de PAS y PAD fueron significativamente mayores
en este grupo en comparacion del grupo control. Los datos del estudio Framingham han
demostrado que los niveles de presion arterial de 130-139/85-89 mmHg se asocian con un aumento
del doble en el riesgo relativo de enfermedad cardiovascular, en comparacion con niveles por
debajo de 120/80 mmHg (Vasan, et al., 2001). Ademas, las cifras de presion arterial sistélica y

diastdlica, se asocian con la incidencia de EAC (De la Sierra, et al., 2001).

Estudios epidemioldgicos han establecido a la dislipidemia, DM2, HTA, obesidad y al
tabaquismo como principales factores de riesgo cardiovascular. No obstante, estos factores no
explican la totalidad del riesgo atribuible y, por lo tanto, son insuficientes para explicar el origen
de las ECV (Portilla, et al., 2014). La susceptibilidad de un individuo a padecer alguna enfermedad
también esta determinada por factores genéticos (Gil, et al., 2017). Por lo que, en afios recientes,
los miRNAs han sido identificados como importantes moduladores de numerosos procesos
fisiolégicos que impactan en el crecimiento del organismo, el desarrollo, la homeostasis y la
enfermedad (Najafi, et al., 2010).

Los resultados mostraron un aumento significativo de la expresion de miR-21-5p y miR-
221-5p en monocitos de pacientes con EAC, asi como una disminucion de la expresion de miR-
155-5p. Sin embargo, sélo la sobreexpresion de miR-21-5p y miR-221-5p se asocio con un mayor
riesgo de presentar la enfermedad.
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Investigaciones consistentes con las del presente estudio, han demostrado que la expresion
de miRNA-21-5p aumenta en células mononucleares y plasma de pacientes con EAC, asi como en
arterias de aterosclerosis obliterante. (Sanlialp, et al., 2020; Huang, et al., 2019; Kumar, et al.,
2020). Este miRNA podria estar regulando citocinas inflamatorias a través de la via de sefializacion
de las cinasas c-Jun N-terminal (JNK) (Chen, et al., 2020) o la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa
[PI3K]/proteina cinasa B [AKT] (Lv, et al., 2020), lo cual implicaria, la proliferacion y migracion
de CMLV, y como resultado, una estenosis vascular mas grave, asi como un mal prondstico de la
EAC (Sun. et al., 2019). Por otra parte, en el caso de miRNA-221-5p, algunos grupos de
investigacion han informado que su expresion se encuentra regulada al alza en plasma de pacientes
con insuficiencia cardiaca y aterosclerosis obliterante (Shah et al., 2018; He, et al., 2016). Estudios
en células endoteliales han indicado que la expresién de la cadena 3p de este mMiRNA aumenta en
pacientes con EAC (Minami, et al., 2009; Zhang, et al., 2011). Sin embargo, no existen reportes
previos que analicen la cadena 5p en la EAC. Debido a lo cual, el presente estudio es el primero
en demostrar que el aumento de miR-221-5p en monocitos podria estar participando en la
formacion de la placa de ateroma. Se empled el programa TargetScan Human 7.2 de prediccion
bioinformatica y como resultado, se identifico al gen supresor de la sefializacion de citocinas 1
(SOCS1) como un gen blanco directo de miR-221-5p. SOCS1 es un inhibidor de retroalimentacion
negativa de la sefializacién inducida por citocinas que acttan a través de la via JAK/STAT, de
modo que controla importantes procesos inflamatorios en las células vasculares (Liau, et al., 2018).
Por lo tanto, seria importante evaluar a SOCS1 a nivel de RNAm y proteina para determinar si la
sobreexpresion de miR-221-5p podria promover, a causa de la inhibicion de SOCSL1, la produccién
de citocinas inflamatorias y la progresion de aterosclerosis a través de la activacion de la via
JAK/STAT.

Ademas, también se demostré que el aumento de la expresion de miRNA-21-5p y miRNA-
221-5p, se observo solo en aquellos pacientes con EAC que no se encontraban medicados con
metformina en comparacion con el grupo control. Cuando se analizé la expresion de ambos
MIRNASs en los pacientes con EAC tratados con metformina, los valores fueron similares a los del
grupo control. Reportes previos en pacientes diabéticos, presentaron que el tratamiento con
metformina disminuye la expresion de miR-21-5p y miR-221-5p en plasma y arterias mamarias
internas, respectivamente (Demirsoy, et al., 2018; Coleman, et al., 2013). Esto sugiere que la

metformina también podria tener un efecto inhibitorio sobre la expresion de estos miRNAs en
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monocitos. La metformina actia como cardioprotector al activar al complejo enzimatico AMPK
(proteina cinasa activada por AMP), que interviene en una amplia gama de vias de sefializacion
corriente abajo, por lo que, inhibe la proliferacion, migracion y angiogénesis de las células
vasculares, asi como la apoptosis de células endoteliales y cardiomiocitos, y, reduciendo el estrés
oxidante y la respuesta inflamatoria (Wang, et al., 2021; Bu, et al., 2022). Pulito y cols.
encontraron que la metformina inhibe la transcripcién de miR-21-5p a traves de la ocupacion de
sus regiones promotoras por el factor de transcripcion E2F 3 (E2F3) (Pulito, et al., 2017). Sin
embargo, el mecanismo molecular por medio del cual, dicho farmaco regula la expresion de los

miRNAS aln no se conoce por completo.

Por otro lado, se observé que la expresion de miRNA-155-5p se encuentra regulada a la baja
en monocitos de pacientes con EAC. Zhu y cols. proponen gue la expresion de este miRNA puede
tener diferentes efectos de acuerdo con la etapa de desarrollo de la placa de ateroma, y su
regulacion a la baja podria ser un mecanismo de retroalimentacién que controla la sobre activacién
de células inmunes (Zhu, et al., 2014). Por lo que, consideramos que miR-155-5p disminuye en
los monocitos de pacientes con EAC en respuesta al aumento de citocinas inflamatorias a causa de
la activacién de las células inmunitarias. McCoy et al. propusieron un posible mecanismo; ellos
demostraron que la IL-10, una potente citocina antiinflamatoria, inhibe la transcripcion de miR-
155 del gen BIC de manera dependiente de STAT3, lo que podria promover la expresion de genes

antiinflamatorios (McCoy, et al., 2010).

Con respecto al gen de la éxido nitrico sintasa endotelial (NOS3), se encontré una disminucién
significativa del RNAmM en monocitos de los pacientes con EAC, la cual se asocidé con un mayor
riesgo de presentar dicha enfermedad. Esto confirma lo observado en algunos estudios anteriores
en ratones, donde demuestran que la inhibicion de NO induce EAC y diversas complicaciones
cardiovasculares (Oliveira-Paula, et al., 2016; Kuhlencordt, et al., 2001). Investigaciones previas
indican que la expresion de NOS3 correlaciona negativamente con la expresion de miRNA-155-
5p, miRNA-21-5p y miRNA-221-5p, tanto en modelos animales como en humanos (Rippe, et al.,
2012; Jing, et al., 2017; Pefaloza, et al., 2020). Con ayuda del programa TargetScan Human 7.2
de prediccion bioinformatica, encontramos que el miRNA-155-5p tiene un sitio de unién a una
region de NOS3; no obstante, no encontramos sitios de union con el miRNA-21-5p y miRNA-221-

5p (Anexo 17). De acuerdo con el grupo de trabajo de Pefialoza, a través de un estudio in silico,
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ellos identificaron que el miRNA-21-5p presenta seis sitios de unién a NOS3, pero con baja
probabilidad estadistica (Pefialoza, et al., 2020). Por otra parte, un estudio anterior, demostro que
la transfeccion de imitadores (mimic) del miRNA-221-5p en células endoteliales de venas de
cordén umbilical humano (HUVEC), disminuyd los niveles de proteina de NOS3; a pesar de ello,
no encontraron sitios de union del miRNA-221-5p a NOS3 (Suarez, et al., 2007). Por lo que, de
acuerdo con lo anterior, tanto miRNA-21-5p como miRNA-221-5p, regulan de manera indirecta a
NOS3 a traves de la regulacion de un gen intermediario. Tal es el caso del trabajo de Cheny cols.,
donde demuestran que el miRNA-221-5p disminuye la expresién de NOS3 a través de la inhibicion
de AdipoR1 (gen del receptor a adiponectina 1). Este receptor, regula los efectos fisioldgicos de
la adiponectina, la cual, estimula la fosforilacién de NOS3 y la produccion de NO (Chen, et al.,
2015). En el presente trabajo, no encontramos una correlacion significativa entre NOS3 y la
expresion de miRNA-155-5p, miRNA-21-5p y miRNA-221-5p en EAC. Esto podria deberse al
efecto de la metformina sobre la expresion de miRNA-21-5p y miRNA-221-5p o, que la
disminucion de NOS3 en monocitos de pacientes con EAC no es a causada por una regulacion
indirecta provocada por miRNA-21-5p y miRNA-221-5p, ni directa, en el caso de miRNA-155-

5p; sin embargo, para este Gltimo, es necesario cuantificar la proteina para poder confirmarlo.

Por otra parte, también se encontr6 una disminucion significativa de miRNA-33a-5p, asi
como un aumento significativo de miRNA-26a-5p en monocitos de pacientes con EAC. De los
cuales, la disminucién de miRNA-33a-5p se asocio a un menor riesgo de presentar la enfermedad.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en la expresion de miRNA-144-3p.

MIRNA-33a-5p, miRNA-144-3p y miRNA-26a-5p son miRNAs asociados con el
metabolismo de lipidos, y uno de sus genes blanco es ABCAL (Anexo 17) (Gomez-Coronado, et
al., 2010). En la presente investigacion, se identificoO un aumento significativo de la expresion de
ABCAL en los pacientes con EAC, asociado a un menor riesgo de presentar la enfermedad.
Experimentos en modelos de ratones aterogénicos han demostrado que la sobreexpresion de
ABCAL1 tiene un efecto cardioprotector sobre la aterosclerosis, lo cual aumenta significativamente
el eflujo de colesterol y disminuye el tamafio de la placa (Singaraja, et al., 2002). Ademas, estudios
en lineas celulares y modelos murinos han indicado que la sobreexpresion de miRNA-33a-5p y
miRNA-144-3p disminuye la expresion de ABCAL y los niveles de c-HDL en plasma, por lo que

reduce el eflujo de colesterol a ApoA-1. Mientras que, la inhibicion de estos miRNAS en ratones
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con aterosclerosis, deriva en un aumento significativo de la expresion de ABCA1L, lo que promueve
el transporte reverso de colesterol y la disminucion de la lesion aterosclerética (Ono, et al., 2015;
Rayner, et al., 2011; Ramirez, et al., 2013; de Aguiar Vallim, et al., 2013). Sin embargo, en el
presente estudio, no se encontrd una correlacién significativa entre la expresion de miRNA-33a-
5p y miRNA-144-3p con ABCAL. Debido a que los resultados del presente estudio mostraron una
disminucion significativa de la expresion de miRNA-33a-5p, contrario a lo reportado por otros
autores (Ono, et al., 2015; Rayner, et al., 2011), se realiz6 un andlisis de curvas ROC para
determinar los puntos de corte del grupo control y los pacientes con EAC (Anexo 18), con lo cual
se comprobo que la expresion de miRNA-33a-5p si se encuentra elevada en los monocitos de
pacientes con EAC. Cabe destacar que la mayoria de los pacientes con EAC estaban
diagnosticados con DM2 e HTA, por lo que gran porcentaje de ellos se encontraban medicados
con estatinas (en su mayoria atorvastatina), hipoglucemiantes (metformina) y antihipertensivos.
Al dividir al grupo de EAC de acuerdo con el consumo de dichos farmacos, no encontramos un
efecto sobre la expresion de miRNA-33a-5p y miRNA-144-3p con ninguno de los 3 grupos de
medicamentos. Sin embargo, Zambrano y cols, encontraron que la expresién de miRNA-33a-5p
disminuye significativamente en pacientes con hipercolesterolemia después de ser tratados con
atorvastatina (10mg/dia) durante un mes (Zambrano, et al., 2018). Ademas, el grupo de trabajo de
Gorur, encontré gue la atorvastatina también disminuye la expresion de miRNA-144-3p en plasma
de pacientes con EAC (Gorur, et al., 2019). Con base a estas evidencias, no se descarta la
posibilidad de que la atorvastatina esté inhibiendo la expresién de ambos miRNAs en monocitos
de pacientes con EAC, y que, debido a esto, la disminucion observada de miRNA-33a-5p en estas
células tiene un efecto cardioprotector. Por otra parte, en el caso de ABCAL, existen evidencias de
que el tratamiento con atorvastatina aumenta significativamente la expresion de su RNAm en
células THP-1 diferenciadas a macrofagos, lo que incrementa el eflujo de colesterol hacia la ApoA-
| (Argmann, et al., 2005). Estos datos son similares a los reportados en el presente documento, ya
que, al dividir al grupo de enfermos de acuerdo con el consumo de atorvastatina, se encontr6 que
el aumento significativo observado en ABCAL se presento solo en los enfermos medicados con

dicho farmaco.

Estudios con andlisis bioinformaticos reportan que las estatinas pueden alterar la expresion
de miRNAs en células relacionadas con la aterosclerosis, y han indicado que los genes blanco de

miRNAs desregulados en pacientes con angina inestable tratados con estatinas, se encuentran
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involucrados en la regulacion de la via de las Rho GTPasas en monocitos y plaquetas (Li, et al.,
2015; Li, et al., 2017). Las estatinas, al inhibir a la enzima HMG-CoA reductasa, reducen la
produccion de mevalonato e isoprenoides y, en consecuencia, la produccién enddgena de
colesterol. A su vez, la reducciéon de isoprenoides disminuye la activacion de la via de sefializacion
de las Rho GTPasas (Cerda, et al., 2012), una familia de proteinas que controlan diversas vias de
transduccion de sefiales en las células eucariotas, y desempefia un papel relevante en la regulacién
de funciones celulares, como la contraccién del muasculo liso vascular, organizacion del
citoesqueleto de actina, adhesion y migracién celular, citocinesis y expresion de genes asociados
con inflamacion y estrés oxidante; todos involucrados en la patogenia de la aterosclerosis
(Shimokawa, et al., 2002). Por lo que, las estatinas también podrian estar ejerciendo sus funciones
ateroprotectoras regulando a diversos miRNAs en monocitos de pacientes con EAC a través de la
inhibicion de la via de las Rho GTPasas. Por otra parte, la inhibicion de esta via, también tiene
como consecuencia el aumento de la activacion del receptor y activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARY), un factor de transcripcion que, a su vez, activa al receptor nuclear hepatico
X (LRX), el cual, regula multiples genes del metabolismo de lipidos, incluido ABCA1 (Sparrow,
et al., 2002; Cerda, et al., 2012). De acuerdo con nuestros resultados, la atorvastatina podria estar
aumentando la expresién de ABCA1 en monocitos a través de la inhibicion de la sintesis de
mevalonato. También debido a esto, probablemente no se observo una correlacién significativa

con los 3 miRNAs que tienen a ABCA1 como gen blanco.

Cabe mencionar que a través de la inhibicién de la via de las proteinas GTPasas (Rho, Rac,
Ras), las estatinas, también tienen la capacidad de reducir el estrés oxidante; esto a través de un
decremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, asi como de un aumento en la
expresion de NOS3 y concentracion de NO (De las Heras, et al., 2005; Lahera, et al., 2007). Sin
embargo, como se menciono anteriormente, en el presente estudio no se observo un aumento en la

expresion de NOS3 por el tratamiento con estatinas.

Con respecto al miRNA-26a-5p, la atorvastatina no tuvo un efecto sobre su expresion, pero
al dividir al grupo de EAC de acuerdo con el consumo de hipoglucemiantes, especificamente con
metformina, observamos que el aumento significativo de miRNA-26a-5p se presentd solo en
aquellos pacientes con EAC que no se encontraban medicados con dicho farmaco, en cambio, los

pacientes que si consumian metformina, presentaron una expresion similar a la del grupo control.
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Ademas, nuestros resultados mostraron una correlacion negativa entre ABCAL y la expresion de
miRNA-26a-5p; sin embargo, solo fue significativa en el grupo control, probablemente por el
efecto de la atorvastatina y metformina sobre cada uno de ellos, respectivamente. Nuestros datos
difieren con los obtenidos por el grupo de trabajo de Jing, donde ellos observaron una disminucion
significativa de la expresion de miRNA-26a-5p en tejido coronario de ratones con EAC (Jing, et
al., 2019). Esta controversia entre los resultados se puede deber a que, la expresion de los miRNAs
difiere dependiendo del tejido o célula blanco. Ademas, hasta el momento no existen estudios
previos que relacionen a este miRNA con el transporte reverso del colesterol, por lo que, es
necesario realizar otros experimentos en cultivos celulares 0 modelos murinos para comprobar si
en monocitos, este mMiRNA regula de manera negativa a ABCAL en EAC. No obstante, cabe
destacar que nuestro estudio es el primero en humanos en mostrar que el aumento de miRNA-26a-
5p en monocitos podria estar participando en la formacion de la placa aterosclerética y que,

ademas, su expresion podria ser inhibida por el tratamiento con metformina.

Asimismo, se evaluo el eflujo de colesterol, mecanismo crucial en el TRC, a través del
estudio in vitro de la capacidad de las HDL de nuestros sujetos de estudio para captar el colesterol
proveniente de macréfagos de ratén. Nuestros datos, en consistencia con diversos grupos de trabajo
(Khera, et al., 2017; Li, et al., 2013; Saleheen, et al., 2015), mostraron una disminucion
significativa del eflujo de colesterol en los pacientes que presentaban EAC en comparacion con el
grupo control, lo cual se asocio a un mayor riesgo de desarrollar dicha enfermedad. Sin embargo,
no encontramos una correlacion significativa entre la concentracion de HDL vy el eflujo de
colesterol, comprobando que su funcionalidad es independiente de su concentracion. Estos
resultados nos indican que existe una menor capacidad funcional de las HDL de transportar el
colesterol excedente de los tejidos periféricos, lo que provoca una disminucion de la captacion de
colesterol; en consecuencia, este colesterol excedente se acumula en el interior de los macrofagos

provocando la formacion de células espumosas y el aumento del tamafio de la placa aterosclerotica.

Finalmente, el eflujo de colesterol correlaciond negativamente con la expresion de los 6
miRNAs de estudio y positivamente con ABCA1, sin embargo, dichas correlaciones solo fueron
significativas en el grupo control, lo cual pudo deberse al efecto de la medicacion, no sélo sobre
el eflujo, sino también sobre la expresion de los miRNAs y ABCAL. Por lo que, el aumento de la

expresion de nuestros miRNAs de estudio podria estar involucrado con una disminucion en el
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eflujo de colesterol y en consecuencia con el aumento de la formacion de la placa aterosclerotica,

a través de la inhibicion de genes blanco involucrados con dicha patologia, por ejemplo, ABCAL.

Debido a lo anterior, se esperaria que al encontrar aumentada la expresion de ABCAL, y la
expresion de miRNA-33a-5p disminuida en el grupo con EAC, el eflujo de colesterol de estos
pacientes estaria aumentado, no disminuido. Por otra parte, debido a que el grupo de EAC que no
consumia atorvastatina era reducido, no se encontraron diferencias significativas entre este grupo
y el medicado. Sin embargo, de acuerdo con los resultados de la regresion logistica binaria, el
tratamiento con atorvastatina disminuye el riesgo de presentar un eflujo de colesterol bajo. Cabe
mencionar que, a pesar de que la mayoria de los pacientes consumian atorvastatina, se desconoce
el tiempo de evolucién de su enfermedad, asi como el tiempo que llevaban con el tratamiento. No
obstante, de acuerdo con un estudio previo de Argmanny cols., ellos encontraron que la incubacion
con atorvastatina o simvastatina en células THP1 marcadas con [3H]-colesterol aumento
significativamente el eflujo de colesterol hacia ApoA-1 y HDL3, lo cual fue consistente con la
regulacién positiva de ABCA1L inducida por ambas estatinas (Argmann, et al., 2005). Por lo que,
en el caso del presente estudio, se necesitaria aumentar el tamafio de muestra del grupo no
medicado para comprobar si el eflujo de colesterol se encuentra ain mas reducido en aquellos
pacientes que no consumen atorvastatina, y de esta manera comprobar que, efectivamente, dicho

farmaco aumenta el eflujo de colesterol.
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13. CONCLUSIONES

- Existe un aumento significativo en la expresion de miRNA-21-5p, miRNA-221-5p y miRNA-
26a-5p en monocitos de pacientes con EAC, asi como una disminucion de miRNA-33a-5p y
miRNA-155-5p.

- La sobreexpresion de miRNA-21-5p y miRNA-221-5p se asocia aun mayor riesgo de presentar

la enfermedad; y, la disminucién de miRNA-33a-5p se asocia con un menor riesgo.

- La disminucion significativa de NOS3 en monocitos de pacientes con EAC, se asocia con un

mayor riesgo de presentar la enfermedad.

- El aumento significativo de la expresion de ABCA1 en monocitos de pacientes con EAC,
provocado por el tratamiento de atorvastatina, se asocia con un menor riesgo de desarrollar dicha

enfermedad al aumentar el eflujo de colesterol.

- El tratamiento con metformina disminuye significativamente la expresién de miRNA-26a-5p,
miRNA-21-5p y miRNA-221-5p en monocitos de pacientes con EAC.

Por lo tanto, en conjunto, estos resultados indican que los miRNAs presentes en los
monocitos participan en la regulacion de eventos celulares clave y, su desregulacion se encuentra
asociada a procesos patologicos como la aterosclerosis. Por lo que, estos miRNAs podrian ser
utilizados como biomarcadores en el diagnostico temprano de la EAC. Ademas, el hallazgo
adicional sobre la regulacion de la metformina sobre los miRNAs, puede dar lugar a la realizacion
de ensayos clinicos aleatorizados para determinar la eficacia y seguridad de su uso, asi como para
confirmar su capacidad regulatoria como nueva estrategia terapéutica para la EAC. Por otro lado,
puede dar perspectivas de estudio para analizar su utilidad predictiva en la respuesta favorable al

tratamiento.
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Figura 11. Expresion de los miRNAs de estudio en monocitos de pacientes con EAC
medicados. A) Expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-144-5p, miRNA-26a-5p y ABCAL; B)
Expresion de miRNA-221-5p, miRNA-21-5p, miRNA-155-5p y NOS3 (Creado con
BioRender.com).
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Figura 12. Expresion de miRNA-21-5p, miRNA-221-5p y miR-155-5p en monocitos de
pacientes con EAC sin tratamiento. Mecanismos propuestos. La sobrexpresion de miRNA-21-
5p puede provocar la proliferacion y migracién de CMLV a través de la activacion de la via de la
JNK o la via PIBK/AKT. La sobrexpresién de miR-221-5p puede aumentar la expresion de
citocinas inflamatorias, a través de la activacion de la via JAK/STAT provocada por la inhibicion
de SOCS1. La inhibicion de miR-155-5p puede aumentar la expresion de genes antiinflamatorios
y con ello disminuir el tamafio de la placa aterosclerética (Creado con BioRender.com).
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Figura 13. Expresion de miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p y miR-26a-5p en monocitos de
pacientes con EAC sin tratamiento. Mecanismos propuestos. miRNA-33a-5p, miRNA-144-3p
y miRNA-26a-5p inhiben la expresion de ABCAL. Por lo que, la sobrexpresion de estos miRNAs
tiene como consecuencia una disminucion en la expresion de ABCAL, lo que provoca un eflujo de
colestrol bajo y con ello, un aumento en el tamafio de la placa aterosclerdtica (Creado con
BioRender.com).
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14. PERSPECTIVAS

- Determinar la expresion de los 6 miRNAs en las HDL de los sujetos de estudio

- Aumentar el tamafio de muestra de pacientes con EAC medicados y no medicados con
atorvastatina y metformina

- Evaluar el efecto de la atorvastatina y metformina sobre la expresion de los miRNAs de estudio
y ABCAL, in vivo e in vitro.

- Determinar si los miRNAs de estudio regulan la expresion de ABCAL1y NOS3 a nivel de proteina
en los monocitos de los sujetos de estudio.
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16. ANEXOS

ANEXO 1. DATOS DE MEDIAS Y DESVIACIONES ESTA:\NDAR DE PUBLICACIONES PREVIAS PARA EL CALCULO
DEL TAMANO DE MUESTRA

miRNA Controles Enfermos o Error Poder Tamario Muestra Referencia
X+D.E X+D.E estadistico de
muestra
miR-33a 3.15+£0.76 (n=18) 15.77 + 3.24 (n=18) 0.05 0.80 1 Plasma Kim, et al., 2017
0.01 0.99 2
8.55+2.67 (n=161) 12.84 +4.91 (n=161) 0.05 0.80 12 Células mononucleares | Dong, et al., 2017
0.01 0.99 37
miR-26a-5p 9.38 £ 0.65 (n=31) 7.96 £ 0.75 (n=31) 0.05 0.80 4 Suero Hsu, et al., 2014
0.01 0.99 11
miR-155-5p 2.70+£0.31 0.98 £0.22 0.05 0.80 1 Células mononucleares Zhang, et al., 2015
0.01 0.99 2
2.06 +0.41 0.13 +0.25 0.05 0.80 1 Plasma Zhang, et al., 2015
0.01 0.99 2
2.73+1.70 (n=56) 1.05 + 0.81 (n=54) 0.05 0.80 9 Células mononucleares Zhu, et al., 2014
0.01 0.99 28
miR-21-5p 1.0£0.2(n=9) 2.8+0.4 (n=8) 0.05 0.80 1 Diseccion adrtica Kimura, et al., 2017
0.01 0.99 2
miR-221-3p 0.8+0.6 (n=3) 1.75+0.75 (n=3) 0.05 0.80 8 Avrteria coronaria Wang, et al., 2015
0.01 0.99 25

X: Media; D.E: Desviacion estandar.
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ANEXO 2: APROBACION DEL COMITE DE INVESTIGACION Y DE ETICA

Instituto Nacional de Cardiologia

SALUD Ignacio Chavez /
SECRETARIA DE SALUD Evolucion Continua A\

Carta de Aceptacién de Proyecto de Investigacién

Ref: INCAR-DG-DI-182-2018

No. de protocolo en el INCar: 18-1075
Estudio de miRNAs asociados a HDL y su implicacién en la
formacién de placa aterosclerética en pacientes con EAC.

Numero del estudio:
Sitio donde se realizara el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

Nombre del estudio:

estudio:
Domicilio del sitio donde se Juan Badiano No. 1, Colonia Seccién XVI, C.P. 14080.
realizara el estudio: Tlalpan, Ciudad de México.

Ciudad de México, a 28 de septiembre de 2018.

Dr. Ricardo Gamboa Avila
Investigador Responsable del Proyecto
Departamento de Fisiologia

Presente.

Dr. Gamboa:

Me permito informar a usted, que su propuesta de proyecto de investigacion, ha sido revisada y aprobada por los Comités de
Investigacion y de Etica en Investigacion, en sus sesiones ordinarias del 28 de agosto y 18 de septiembre de 2018,
respectivamente.

Ambos Comités revisaron y aprobaron la siguiente documentacion:

1. Propuesta de proyecto de investigacion, en espariol.
2. Consentimiento Informado, en espafiol.

Le envio un cordial saludo.

Atentamente,

Dr. JesUs Vargas Barrén
Director de Investigacién.
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ANEXO 3: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del
paciente

Domicilio:

Teléfono casa: cel.

No. Expediente/afiliacion:

Por medio de la presente doy mi consentimiento para participar de manera voluntaria y sin percepcion
econdmica alguna, en el protocolo de investigacion intitulado “Estudio de microRNAs asociados con HDL
y su implicacion en la formacion de placa aterosclerdtica en pacientes con EAC”. Por lo cual acepto donar
una muestra de sangre para la obtencion de suero, plasma, HDL y leucocitos; sin costo alguno. Entiendo
que los datos generados, asi como el nombre (s) de (los) participante (s) son totalmente confidenciales y
anonimos.

Me han explicado la importancia y utilidad de la investigacion, asi mismo he comprendido las
explicaciones, las cuales me han dado de manera clara y sencilla. EI médico que me ha atendido me ha
permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado. También
comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar el
consentimiento que ahora presto.

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE
DEL PROYECTO

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO
DOMICILIO DEL TESTIGO DOMICILIO DEL TESTIGO
MEXICO, CDMX. A DEL MES DE DE
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ANEXO 4: VALORES MAXIMOS Y MEDIOS DEL GIMc EN POBLACION HISPANA

VALOR MAXIMO

VALOR MEDIO
DER HOMBRES HISPANOS MUJERES HISPANAS DER HOMBRES HISPANOS MUJERES HISPANAS
Edad/ Edad/
percentila 4554  55-64 65-74 7584 4554 5564 6574 75-84  percentila 4554  55-64  65-74 7584 4554 5564 6574  75-84
25th 0.61 0.67 0.72 0.78 0.61 067 072 072 25th 0.53 0.60 065 071 0.51 0.57 0.65 0.63
50th 0.74 0.82 0.88 0.89 0.67 077 087  0.88 50th 0.62 0.67 078 081 0.58 0.69 0.76 0.78
75th 0.87 0.95 1.05 1.05 0.78 091 100  1.03 75th 0.73 0.82 090 092 0.67 0.77 0.87 0.92
1ZQ HOMBRES HISPANOS MUJERES HISPANAS 1ZQ HOMBRES HISPANOS MUJERES HISPANAS
Edad/ Edad/
percentila 4554  55-64  65-74 7584 4554 5584 6574 75-84  percentila 4554  55-64  65-74 75-84 4554 5564 6574  75-84
25th 0.62 0.72 0.77 0.77 0.61 066 072 077 25th 0.55 0.61 068 072 0.51 0.58 0.62 0.68
50th 0.72 0.83 0.94 0.94 0.66 077 083 0.8 50th 0.64 0.72 080  0.86 0.58 0.68 0.72 0.77
75th 0.88 0.97 111 111 0.78 089 097 102 75th 0.75 0.85 0.98  0.97 0.68 0.79 0.86 0.91
1ZQ: Cardtida del lado izquierdo; DER: Cardtida del lado derecho (Stein, et al., 2009).
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ANEXO 5: SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES

1. Obtener muestra sanguinea en tubos con EDTA.
2. Diluir la sangre en una proporcion 1:1 en PBS 1X-Heparina 1%.

3. Afadir la mezcla anterior sobre una solucion de “Ficoll-Hypaque” manteniendo la proporcion
de sangre-PBS 1X 1% heparina. Apoyar la punta de la pipeta sobre la pared del tubo para dejar
deslizar la sangre suavemente sobre el Ficoll y poder formar una interfase.

4. Centrifugar a 1500 r.p.m. durante 30 minutos, a temperatura ambiente y sin freno.

5. Retirar cuidadosamente de la centrifuga. Se formaran 4 fases de acuerdo con el gradiente de
densidad: La fase méas densa contiene eritrocitos, encima se encuentra el Ficoll, seguido de la
fase que contiene a las células mononucleares (CMN) vy, por Gltimo, la fase que contiene el
plasma. Empleando una micropipeta, recuperar la capa que contiene a las CMN en un tubo de 15
mL.

6. Lavar las CMN con PBS 1X mediante centrifugacion durante 5 min.

7. Recuperar las CMN en un tubo eppendorf de 1.5 mL, y resuspenderlas con 1mL de buffer de
monocitos. Guardar a 4°C.

Sangre - PBS IX 1% Heparina
l — Plasma
Diluir > » Centrifugar ——— )
—» Células mononucleares
. — Ficoll
Ficoll
— Eritrocitos

Figura 14. Obtencién de células mononucleares por gradiente de densidad
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ANEXO 6: EXTRACCION DE MONOCITOS CON MICROPERLAS MACS®

1. Centrifugar las CMN recuperadas en buffer de monocitos a 1300 r.p.m durante 10 min, a 4°C.

2. Aspirar el sobrenadante y resuspender el pellet de células en 80 pL de buffer de monocitos para
un total de 107 células.

3. Agregar 20 pL de microperlas magnéticas acopladas a anticuerpos especificos contra monocitos
CD14" para un total de 10 células.

4. Mezclar con micropipeta e incubar 15 min a una temperatura de 2-8°C.

5. Lavar las células agregando 1-2 mL de buffer de monocitos y centrifugando a 1300 r.p.m durante
10 min a 4°C.

6. Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en 500 pL de buffer de monocitos.

7. Montar la columna MS en el magneto y agregar 500 pL de buffer de monocitos para preparar
la columna.

8. Agregar las células resuspendidas dentro de la columna.
9. Realizar 3 lavados con 500 pL de buffer de monocitos.
10. Desmontar la columna del magneto y colocarla dentro de un tubo eppendorf de 1.5 mL.

11. Agregar 1 mL de buffer de monocitos dentro de la columnay con ayuda del émbolo recuperar
los monocitos obtenidos.

12. Centrifugar los monocitos a 9000 r.p.m durante 5 min, a temperatura ambiente.

13. Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet de monaocitos en 1 mL de Tripure. Guardar a
-80°C.

1] b

\, /

© 4
,_.@ - |

Marcaje de células Eliminacion de células Lavado de células
no marcadas marcadas

Figura 15. Extraccién de monocitos con microperlas MACS®
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ANEXO 7: EXTRACCION DE RNA TOTAL DE MONOCITOS

1. Descongelar las muestras de monocitos almacenadas en 1 mL de tripure.
2. Afadir 200 pL de cloroformo a cada muestra.

3. Tapar los tubos y agitarlos vigorosamente en el vortex.

4. Incubar los tubos a temperatura ambiente durante 10 min.

5. Centrifugar a 10,500 r.p.m durante 15 min a 4°C.

6. Se formaran 3 fases. Transferir la fase superior acuosa a un eppendorf de 1.5 mL para la
extraccion de RNA. Guardar el resto del volumen a 4°C para el aislamiento de DNA 'y proteinas.

7. Afadir 750 uL de isopropanol frio. Tapar los tubos y mezclar invirtiéndolos varias veces.
8. Incubar los tubos 10 min a temperatura ambiente para precipitar el RNA.
9. Centrifugar a 10,500 r.p.m durante 15 min a 4°C.

10. Eliminar el sobrenadante y afiadir 1.5 mL de etanol al 75% a cada tubo. Se puede guardar a
4°C durante 1 semana o0 a -80°C durante 1 mes.

11. Centrifugar a 8,000 r.p.m durante 20 min a 4°C. Se formara un pellet de RNA.
12. Eliminar el sobrenadante. Secar al aire para que se evapore el exceso de etanol.

13. Resuspender el pellet en agua libre de RNAsas. Guardar a -80°C.

(luvufolm,

Fase acuosa )
° Isopropanol
P p— S s e
v v v

Vortex Centrifugar a
- - -

Eliminar ‘ .l

sobrenadante Etanol 75%

RNA A— ,—'c Aoy , < — a

Y

Centrifugar Centrifugar

Figura 16. Extraccion de RNA total de monocitos
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ANEXO 8: OBTENCION DE HDL POR MEDIO DE ULTRACENTRIFUGACION

1. Ajustar 1 mL de plasma a una densidad de 1.063 g/mL con KBr d=1.21 g/ml, calculando el
volumen necesario de KBr a usar con la formula:

((Volumen inicial) (Densidad final — Densidad inicial))

(Densidad del KBr con el que se ajusta — 1.063 %)

_ ((1.0 mL)(1.063 g/mL — 1.006 g/mL))
B (1.21 g/mL — 1.063 g/mL)

= 0.387mL

2. Agregar 1 mL de plasma a un tubo de policarbonato, mezclar con 387 pL de la solucion KBr
d=1.21 g/mL para tener una densidad final de 1.063 g/mL.

3. Adicionar 1.5 mL de la solucién KBr d= 1.063 g/mL cuidadosamente por las paredes del tubo
para formar 2 fases.

4. Equilibrar bien los tubos con KBr antes de meterlos a la ultracentrifuga.
5. Centrifugar 2h 30 min, a 95,000 r.p.m, a 10°C en la ultracentrifuga.
6. Separar y desechar el sobrenadante (Top ApoB).

7. Mezclar el infranadante y medir el volumen (=1.2 mL) para ajustar con KBr sélido a una
densidad de 1.21 g/mL con la siguiente férmula:

((Volumen) (Densidad final — Densidad inicial))
1 — [(Densidad final)(0.312)]

_ ((1.2mL)(1.21 g/mL — 1.063 g/mL))
B 1-[(1.21 g/mL)(0.312)] B

0.28g

8. Agregar 0.28g de KBr y mezclar cuidadosamente con el vortex.
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9. Adicionar 1.5 mL de la solucion KBr d= 1.21 g/mL cuidadosamente por las paredes del tubo
para formar 2 fases.

10. Equilibrar bien los tubos con KBr antes de meterlos a la ultracentrifuga.

11. Centrifugar 3h 15 min, a 95,000 r.p.m, a 10°C en la ultracentrifuga.

12. Colectar el sobrenadante (HDL) y transferir a otro tubo de policarbonato (=800 pL).
13. Agregar 2.0 mL de la solucion KBr d= 1.21 g/mL por las paredes del tubo.

14. Equilibrar bien los tubos con KBr antes de meterlos a la ultracentrifuga.

15. Centrifugar 3h 15 min, a 95,000 r.p.m, a 10°C en la ultracentrifuga (Lavado).

16. Recuperar el sobrenadante (HDL) en un microtubo de 1.5 mL (=600 pL).

17. Dializar con PBS 10mM pH= 7.4 toda la noche (realizar 2 cambios).

18. Cuantificar la proteina por el Método de Lowry.

1mL Plasma Top ApoB HDL HDL
HDL
95,000 r.p.m 95,000 r.p.m 95,000 r.p.m
2h 30min Desechar 3h 15min Recuperar 3h 15min Recolectar
10°C sobrenadante 10°C sobrenadante 10°C sobrenadante
d=1.063 g/mlL d=1.21g/mL d=1.21g/mL

Lavado

Figura 17. Obtencion de HDL por ultracentrifugacion
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ANEXO 9: EFLUJO DE COLESTEROL CON LA LINEA CELULAR J774

1. Sembrar 200 mil células por pozo en 1 mL de medio RPMI suplementado con SFB al 10% en placas
de 24 pozos. Mantener en incubadora a 37°C con CO; al 5% durante 24h.

*Diluir un frasco de RPMI-1640 en 900 mL de agua estéril, agregar 2g de bicarbonato de sodio y 0.29
g de L-glutamina. Adicionar 10 mL de mezcla de antibidticos penicilina/estreptomicina 100X y 100
mL de SFB (10%). Ajustar pH a 7.4.

2. Marcar las células con colesterol tritiado: 1.0 mL de RPMI-SFB10% + 0.5uCi [3H]-colesterol + 2
pg de inhibidor de ACAT.

*Pesar 5mg del inhibidor de ACAT vy diluir en 2.5 mL de DMSO (2 mg/mL). Por cada 100 mL de
RPMI, se agregan 100pL de Stock del inhibidor (2 pg/mL).

3. 24h después, lavar 1 vez cada pozo con 1mL de RPMI no suplementado (sin SFB).

4. Incubar la mitad izquierda de la placa con 1.0 mL de RPMI no suplementado + 0.4% de ASB + 2
pg de inhibidor de ACAT. La mitad derecha con 1.0 mL de RPMI no suplementado + 0.4% de ASB
+ 2 g de inhibidor de ACAT + AMPc.

*Pesar 5mg de AMPc y diluir en 337.5 pL de agua estéril (0.015mg/pL). Por cada 10 mL de RPMI no
suplementado + 0.4% de ASB, se agregan 100uL de AMPc.

5. Después de 18h, lavar 1 vez cada pozo con 1mL de RPMI no suplementado.
6. Agregar las HDL a una concentracion de 20 pug/mL de RPMI no suplementado (500 L por pozo).

*Son 6 pozos por tratamiento (3 sin AMPc y 3 con AMPc).

HDL (20pug/mL de RPMI no suplementado)
| 500uL por pozo

[ | A | )

w

sin AMPc — - - - . - t con AMPc

\Pvvoevew

Figura 18. Disefio de una placa de 24 pozos para el ensayo de Eflujo de colesterol
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ANEXO 10: TRANSCRIPCION REVERSA DE RNA TOTAL

Siguiendo las indicaciones del kit “HighCapacity cDNA Reverse Transcription”:
1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:

- 2.0 yuL de RT Random Primers (10x)

- 0.8 pL de dNTPs (100 mM)

- 1.0 pL de Transcriptasa reversa (50 u/pL)
- 2.0 pL de Buffer (10x)

- 1.0 pL de inhibidor de RNasa (20 u/pL)

- 3.2 pL de agua libre de RNasas

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En tubos de 0.2 mL, agregar 10 uL de la mezcla anterior y 10 uL de RNA total a una
concentracion final de 0.05 pG/uL.

4. Centrifugar cada tubo para mezclar las muestras.
5. Colocar los tubos adecuadamente en

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25 °C 37 °C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min 00

7. Guardar las muestras de cDNA total a -80 °C
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ANEXO 11: PCR EN TIEMPO REAL DE los RNAm

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:

- 0.63 pL del Ensayo TagMan del miRNA especifico de estudio (20x)

- 6.25 pL de Master Mix

-17.12 pL de agua libre de RNasas

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En una placa de 96 pozos, agregar 24 L de la mezcla anterior y 1 uL de cDNA total
4. Centrifugar la placa para mezclar las muestras.

5. Colocar la placa adecuadamente en

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Cada uno de 40 ciclos

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 50 °C 95°C 95°C 60 °C
Tiempo 2 min 10 min 15s 1 min

ANEXOS
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ANEXO 12: TRANSCRIPCION REVERSA DE miRNAs

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:

- 0.75 pL del Primer especifico del miRNA de estudio (20x)
- 0.15 pL de dNTPs (100 mM)

- 1.0 pL de Transcriptasa reversa (50 u/pL)

- 1.5 pL de Buffer (10x)

- 0.19 pL de inhibidor de RNasa (20 u/ pL)

- 8.66 pL de agua libre de RNasas

- 0.75 pL Spike in control cel-miR-39

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En tubos de 0.2 mL, agregar 13 puL de la mezcla anterior y 2 L de RNA total a una
concentracion final de 10 ng/uL.

4. Centrifugar cada tubo para mezclar las muestras.
5. Colocar los tubos adecuadamente en

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 16 °C 42 °C 85 °C 4°C
Tiempo 30 min 30 min 5 min o0

7. Guardar las muestras de cDNA total a -80 °C
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ANEXO 13: PCR EN TIEMPO REAL DE miRNAs

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:

- 1.0 pL del Ensayo TagMan del miRNA especifico de estudio (20x)

- 10.0 pL de Master Mix

- 7.0 pL de agua libre de RNasas

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En una placa de 96 pozos, agregar 18 pL de la mezcla anterior y 2 pL del
4. Centrifugar la placa para mezclar las muestras.

5. Colocar la placa adecuadamente en

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Cada uno de 40 ciclos

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 50 °C 95°C 95 °C 60 °C
Tiempo 2 min 10 min 15s 1 min
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ANEXO 14:

EXPRESION DE

ANTIHIPERTENSIVOS

miRNAs Y GENES BLANCO DE ACUERDO CON EL CONSUMO DE

EAC EAC
Controles Grupo no medicado pl Grupo medicado p2 p3
(n=50) con antihipertensivos con antihipertensivos

(n=23) (n=37)
miR-33a-5p 9.43 (0.61-50.75) 3.61 (0.58-15.26) 0.001 4.08 (0.31-15.98) 0.002 0.539
miR-155-5p 13.10 (0.74-61.64) 8.92 (1.30-20.71) 0.322 6.06 (0.91-33.15) 0.080 0.207
miR-144-3p 8.15 (0.41-77.53) 5.58 (0.10-67.11) 0.634 6.71 (0.21-70.01) 0.698  0.426
miR-26a-5p 5.31 (0.23-43.95) 9.58 (3.76-31.82) 0.123 9.03 (1.06-52.66) 0.127 0.644
miR-21-5p 7.58 (0.69-61.42) 14.78 (1.45-123.36) 0.008 14.47 (2.07-130.43) 0.015 0.607
miR-221-5p 8.25 (0.12-74.70) 22.24 (10.03-64.55) 0.006 17.60 (2.47-116.42) 0.008 0.394
ABCA1l 9.97 (1.44-26.84) 12.17 (5.68-28.88) 0.282 12.16 (6.58-46.47) 0.081 0.461
NOS3 108.44 (5.70-1125.22) 30.93 (1.65-129.55) <0.001 22.86 (1.00-124.21) <0.001 0.132

pl: EAC grupo no medicado vs controles; p2: EAC grupo medicado vs controles; p3: EAC Grupo no medicado vs EAC grupo

medicado; Los datos expresan la mediana (min-méax); p< 0.05.
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ANEXO 15: CORRELACION ENTRE DATOS ANTROPOMETRICOS Y miRNAs/GENES BLANCO

miRNA-33a-5p miRNA-155-5p
Controles EAC Controles EAC
r P r P r p r P
Edad -0.153 0.289 0.129 0.330 0.054 0.711 -0.067 0.612
IMC 0.001 0.997 -0.034 0.797 -0.089 0.539 0.079 0.549
Colesterol total 0.030 0.840 0.032 0.809 -0.228 0.123 -0.087 0.513
c-LDL -0.187 0.219 0.032 0.810 -0.320 0.032 -0.048 0.722
c-HDL 0.134 0.354 0.236 0.075 0.091 0.531 -0.010 0.940
Triglicéridos -0.192 0.192 -0.376 0.004 -0.023 0.876 0.080 0.559
Glucosa 0.140 0.336 -0.025 0.852 -0.026 0.861 -0.022 0.869
PAS 0.122 0.407 -0.003 0.980 0.116 0.426 0.025 0.849
PAD -0.016 0.913 -0.099 0.456 -0.033 0.823 0.025 0.851
FC -0.275 0.053 0.014 0.918 -0.175 0.224 0.336 0.009
r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).
miRNA-144-5p mMiRNA-26a-5p
Controles EAC Controles EAC
r P r P r p r p
Edad -0.002 0.990 0.050 0.712 0.228 0.115 -0.076 0.565
IMC -0.128 0.380 -0.006 0.964 -0.105 0.471 -0.017 0.899
Colesterol total -0.062 0.683 0.046 0.732 -0.126 0.404 0.077 0.560
c-LDL -0.188 0.221 0.053 0.697 -0.125 0.418 -0.060 0.657
c-HDL 0.198 0.172 -0.073 0.593 0.210 0.148 0.050 0.709
Triglicéridos -0.112 0.455 -0.128 0.357 -0.044 0.773 0.060 0.657
Glucosa 0.041 0.783 -0.072 0.597 0.250 0.086 -0.290 0.026
PAS -0.044 0.768 0.082 0.543 0.008 0.958 -0.097 0.462
PAD -0.221 0.127 0.103 0.443 -0.239 0.102 -0.108 0.413
FC -0.031 0.833 0.193 0.146 -0.180 0.216 0.125 0.341

r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).
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MiRNA-21-5p MiRNA-221-5p
Controles EAC Controles EAC
r p r p r p r p
Edad 0.060 0.677 -0.169 0.197 0.028 0.847 -0.077 0.560
IMC -0.061 0.676 -0.048 0.715 0.014 0.925 0.084 0.529
Colesterol total -0.053 0.722 0.089 0.502 -0.201 0.175 0.059 0.660
c-LDL 0.030 0.844 0.087 0.518 -0.167 0.266 0.085 0.530
c-HDL 0.211 0.141 0.128 0.337 0.241 0.092 0.181 0.177
Triglicéridos 0.058 0.697 -0.012 0.931 0.013 0.931 -0.017 0.903
Glucosa 0.108 0.461 -0.381 0.003 0.066 0.651 -0.204 0.125
PAS 0.060 0.683 -0.101 0.442 0.054 0.717 -0.086 0.516
PAD -0.072 0.623 -0.085 0.516 -0.128 0.379 0.018 0.893
FC -0.212 0.139 0.256 0.048 -0.121 0.403 0.208 0.114
r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).
ABCA1 NOS3
Controles EAC Controles EAC
r P r P r p r P
Edad -0.157 0.278 0.085 0.533 -0.184 0.200 -0.058 0.661
IMC -0.030 0.839 -0.035 0.801 0.216 0.131 0.013 0.924
Colesterol total 0.282 0.055 -0.174 0.199 0.052 0.726 0.077 0.561
c-LDL 0.211 0.164 -0.181 0.185 -0.111 0.468 0.122 0.356
c-HDL 0.055 0.703 0.164 0.233 0.090 0.534 0.130 0.326
Triglicéridos -0.083 0.577 -0.252 0.068 -0.218 0.133 0.181 0.178
Glucosa -0.212 0.144 0.194 0.152 0.080 0.586 -0.031 0.812
PAS -0.077 0.601 0.006 0.968 0.003 0.986 -0.180 0.170
PAD 0.025 0.862 -0.153 0.260 0.236 0.100 -0.023 0.863
FC -0.128 0.375 -0.176 0.193 0.075 0.607 0.292 0.024

r: Coeficiente de correlacién; p<0.05 (Prueba de Pearson).
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ANEXO 16: CORRELACION ENTRE EL EFLUJO DE COLESTEROL Y DATOS ANTROPOMETRICOS

EAC EAC
Controles EAC Grupo no Grupo medicado
medicado

r P r P r P r p
Edad (afios) 0.035 0.812 0.096 0.507 0.237 0.435 -0.179 0.345
IMC (kg/m?) 0.019 0.899 -0.204  0.155 -0.014 0.964 -0.200 0.290
Col T (mg/dI) 0.010  0.948 0.035  0.809 -0.051 0.868 0.056 0.767
c-HDL (mg/dI) -0.166  0.259 0.077  0.594 0.093 0.762 0.102 0.593
c-LDL (mg/dl) 0.065 0.673 0.022 0.881 -0.014 0.964 0.014 0.943
Triglicéridos (mg/dl) -0.236  0.114 0.126  0.392 0.187 0.561 0.100 0.604
Glucosa (mg/dl) -0.145  0.326 0.094 0.516 0.325 0.279 -0.055 0.774
PAS (mmHg) -0.191 0.202 0.168 0.244 0.275 0.363 0.091 0.632
PAD (mmHg) -0.022 0.882 0.090 0.536 0.336 0.261 -0.152 0.422
FC (pulsaciones/min) 0.243  0.096 -0.083  0.569 -0.319 0.288 0.007 0.972

r: Coeficiente de correlacion; p<0.05 (Prueba de Pearson).
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ANEXO 17: SITIOS DE UNION DE LOS miRNAs Y RNAm DE ESTUDIO

MRNA MiRNA Posicion en la region | Bases emparejadas entre RNAm (arriba) y miRNA (abajo) | Tipo unidn
3’ UTR
5' . ..CAAUGCAAUGCAAUU-CAAUGCAA. ..
150-157 T T 8 mer
3! ACGUUACGUUGAUGUUACGUG
ABCA1 | miR-33a-5p
1475'1482 5' .. .UUUUUUUMUL\JTTTT——-TT?[\JTT?A. .. 8 mer
3' ACGUUACGUUGAUGUUACGUG
ABCAL | miR-26a-5p 227-233 e T 7mer-Al
37 UCGGAJAGGACCUAAUGAACUU
116-123 5! - .GAAGAAGUAAACUGG;TTTTI]JTTA. . 8 mer
3 UCAUGUAGUAGAUAUGACAU
ABCAL | miR-144-3p
2687-2693 5T .. .AACCAAACCUCACACL|J/1|'\?1|J(|3L|JAU. .. 7mer-Al
UCAUGUAGUAGAUAUGACAU
NOS3 | miR-155-5p 133-139 BTV 7mer-m8
UGGGGAJAGUGCUAAUCGUAALU
NOS3 | miR-221-5p | e | e
NOS3 | miR-21-5p | e | e
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ANEXO 18: PUNTOS DE CORTE DE EXPRESION DEL miRNA-33a-5p
(ANALISIS DE CURVAS ROC)

EAC EAC
Controles EAC Grupo no medicado con Grupo medicado con
atorvastatina atorvastatina

miR-33a-5p 4.6582 7.6833 3.5633 3.7471
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Abstract: MicroRNAs (miRs) regulate gene expression at the post-transcriptional level and are found
to be present in monocytes. This study aimed to investigate miR-221-5p, miR-21-5p, and miR-155-5p,
their expression in monocytes, and their role in coronary arterial disease (CAD). The study population
comprised 110 subjects, and RT-qPCR was used to examine the miR-221-5p, miR-21-5p, and miR-155-
5p expressions in monocytes. Results: the miR-21-5p (p = 0.001) and miR-221-5p (p < 0.001) expression
levels were significantly higher in the CAD group, and the miR-155-5p (p = 0.021) expression levels
were significantly lower in the CAD group; only miR-21-5p and miR-221-5p upregulation was found
to be associated with an increased CAD risk. The results show significant increases in miR-21-5p in
the unmedicated CAD group with the metformin patients vs. the healthy control group (p = 0.001)
and vs. the medicated CAD group with metformin (p = 0.022). The same was true for miR-221-5p in
the CAD patients unmedicated with metformin vs. the healthy control group (p < 0.001). Our results
from Mexican CAD patients show that the overexpression in monocytes of miR-21-5p and miR-221-
5p increases the risk of the development of CAD. In addition, in the CAD group, the metformin
downregulated the expression of miR-21-5p and miR-221-5p. Also, the expression of endothelial
nitric oxide synthase (NOS3) decreased significantly in our patients with CAD, regardless of whether
they were medicated. Therefore, our findings allow for the proposal of new therapeutic strategies for
the diagnosis and prognosis of CAD and the evaluation of treatment efficacy.

Keywords: microRNA; monocytes; coronary artery disease

1. Introduction

Coronary arterial disease (CAD) is the pathologic process of atherosclerosis affecting
the coronary arteries and is considered the most common type of heart disease [1]. The
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main cardiovascular risk factor is the formation of atherosclerotic plaque [2,3]. The process
begins with the reactive oxygen species’ (ROS) overproduction in the intima layer of the
coronary artery, an increase in vasoconstrictors, and a decrease in vasodilation agents,
which is known as endothelial dysfunction [4]. This damage causes greater endothelial
permeability, allowing the passage of low-density lipoproteins (LDL) to the intima, where
they are oxidized by ROS [5]. Nitric oxide (NO) is the main vasodilator affected during
the atherosclerotic process. Endogenous production is dependent on the activity of the
enzyme endothelial NO synthase (eNOS) [6]. The bioavailability of NO is affected due
to an increase in ROS, which is a hallmark feature of endothelial dysfunction in vascular
disease states [7]. According to the literature, the expression of eNOS (NOS3) and the NO
release can be regulated post-transcriptionally by small non-coding RNAs (miRs) [8].

The recruitment and internalization of circulating monocytes into the arterial intima
constitutes one of the first steps in the initiation and progression of atherosclerosis [6].
Monocytes have been identified as expressing microRNAs (miRs). MiRNAs are small
non-coding RNA sequences that are present in the genomes of a great variety of organisms
and that bind to the 3’ untranslated region (UTR) of specific mRNAs according to the
complementarity of their sequences. As a result of this bind, miRNAs can inhibit translation
or promote mRNA degradation [9,10], and are consequently involved in the regulation of
gene expression at the post-transcriptional level. Moreover, they are considered molecular
markers for the detection of various diseases because of their presence in various body
fluids, such as serum and plasma. Some of the miRs have been found to be involved in
inflammation and oxidative stress, and their dysregulation has been implicated in various
diseases, including cardiovascular diseases and atherosclerotic plaque formation [11].

Some of the miRs found to be involved in inflammation and oxidative stress—processes
occurring during the pathogenesis of atherosclerosis—include miR-21-5p, miR-155-5p, and
miR-221-5p. MiR-21-5p has been described as being highly expressed in different cell types
of the cardiovascular system; however, under cardiovascular disease conditions, its expres-
sion is deregulated in the heart and vasculature [12]. MiR-21 is abundant in the vessel wall
and responds with differential expression upon shear or mechanical stress to the vessel.
In humans, miR-21 is expressed in most cell types but is highly expressed in podocytes,
dendritic cells, and CD14+ monocytes [13]. MiRNA-21 expression on endothelial cells
has been found to be significantly upregulated by shear stress treatment and to cause an
anti-apoptotic effect by directly targeting the PTEN tumor suppressor gene [14]; it’s over-
expression inhibits the expression of the peroxisome proliferator-activated receptor-alpha
(PPAR), resulting in the upregulation of the expressions of VCAM-1 and MCP-1 [15].

On the other hand, it is known that miR-221-3p regulates different vascular physiolog-
ical processes and is involved in various vascular-related pathological mechanisms [16].
Nevertheless, in recent years, the 5p chain of this miR has been associated with left ven-
tricular reverse remodeling, heart failure [17], and arteriosclerosis obliterans [18]. Another
miR related to the inflammation process is miR-155-5p; its expression is affected by var-
ious inflammatory signals, including lipopolysaccharide, interferon-f3, tumor necrosis
factor, and the atheromatous process [19,20]. Hematopoietic miR-155-5p deficiency in
hyperlipidemic mice increases the development of atherosclerotic plaques, thus decreas-
ing their stability [21]. In previous studies, the analysis of monocyte miRNA expression
profiles has been based on identifying differences in expression between different subsets
of monocytes [22,23]. However, little is known about the role of miRs on monocytes in
atherosclerotic plaque formation. Thus, in the present study, we aimed to characterize the
expression of miR-21-5p, miR-155-5p, and miR-221-5p in the monocytes of CAD patients
and elucidate the details of their role in this disease.

2. Results
2.1. Characteristics of the Study Population

The study population consisted of 110 Mexicans recruited at the National Cardiology
Institute Ignacio Chéavez: 50 patients were in the healthy control group (CG), and 60 pa-
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tients were in the CAD group. Table 1 shows the main biochemical and anthropometric
parameters of these groups. The CAD group shows significantly higher values of age
(p < 0.001), glucose (p < 0.001), systolic blood pressure (SBP) (p < 0.001), diastolic blood
pressure (DBP) (p < 0.001), and heart rate (p < 0.001), and significantly lower values of CT
(p <0.001) and HDL-C (p < 0.001). A 43% prevalence of diabetes was reported among the
CAD patients, and 55% of them had arterial hypertension (HT).

Table 1. Biochemical and anthropometric parameters of the study population.

. Controls CAD

Variable (1 = 50) (1 = 60) p
Age (years) 48.67 + 6.47 62.10 £ 11.75 <0.001
Gender % M/W 60.7%/39.3% 85.3%/14.7% 0.001
BMI (kg/m?) 27.75 + 3.78 26.42 + 3.90 0.849
Total cholesterol (mg/dL) 171.06 + 24.47 138.26 + 49.98 <0.001
HDL-C (mg/dL) 45.80 + 14.75 30.98 + 7.90 <0.001
LDL-C (mg/dL) 102.86 + 23.17 90.61 + 49.70 0.066
Triglycerides (mg/dL) 131.48 + 49.86 141.94 £ 62.30 0.302
Statins % 0% 72.0% <0.001
Glucose (mg/dL) 93.76 + 7.82 120.34 + 48.78 <0.001
Diabetes % 0% 43.0% <0.001
Hypoglycemic agents % 0% 20.0% <0.001
SBP (mmHg) 112.43 £9.12 127.33 £+ 18.81 <0.001
DBP (mmHg) 70.43 + 6.01 79.60 + 12.03 <0.001
Hypertension % 0% 55.0% <0.001
CF (pulsations/min) 65.44 + 9.81 79.44 + 13.10 <0.001
Antihypertensive % 0% 62.0% <0.001
Smoking % 9.5% 17.1% 0.381
Alcoholism % 0% 2.6% <0.001

The data are expressed as a mean + SD (Student’s ¢-test) or as a percentage (chi2 test). BMI: Body mass index;
HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; SBP: systolic blood
pressure; DBP: diastolic blood pressure; CF: cardiac frequency.

2.2. miR Expression in Monocytes

MiR expression in monocytes was significantly higher in the CAD group compared
with the control group (CG) in the case of miR-21-5p (median: 15.13 (min. 1.45-max. 130.43)
vs. median: 7.54 (min. 0.69-max. 61.42); p = 0.001, respectively) (Figure 1A), as well
as in the case of miR-221-5p (median: 21.12 (min. 1.67-max. 116.41) vs. median: 7.47
(min. 0.12-max. 74.64); p < 0.001, respectively) (Figure 1B). On the contrary, miR-155-5p
expression was significantly lower in the CAD group compared with the CG (median: 7.69
(min. 0.91-max. 33.15) vs. median: 14.04 (min. 0.74-max. 78.72); p = 0.021, respectively)
(Figure 1C).

2.3. NOS3 Expression in Monocytes

NOSS3 is responsible for the synthesis of nitric oxide in blood vessels, and its mRNA
is targeted by miR-21-5p, miR-155-5p, and miR-221-5p [24,25]. The binding of multiple
miRNAs to the same mRNA through different target sites can have a considerable effect
on gene function [25]. Therefore, we also determined the expression of NOS3 mRNA in
the monocytes. Its expression was significantly lower in the CAD group compared to the
CG (median: 27.01 (min. 1.00-max. 129.55) vs. median: 108.44 (min. 5.70-max. 1125.22);
p < 0.001, respectively) (Figure 1D).
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Figure 1. Comparison between CG and CAD patients” expression levels in monocytes of (A) miR-21-
5p, (B) miR-221-5p, and (C) miR-155-5p, (D) NOS3 expression. The data were normalized to RNU6B.
The data are expressed as medians (min.-max.) (Mann-Whitney U test). * p > 0.05.

2.4. Association of Clinical Parameters and miR/NOS3 Expression with the Risk of
Developing CAD

Binary logistic regression analysis was used to identify whether the deregulation of
miR expression influences the development of CAD using the clinical parameters and
miRs that were shown to be statistically significantly different between the control group
and the CAD group (sex, age, total cholesterol, HDL-C, glucose, SBP, DBP, miR-21-5p,
miR-155-5p, miR-221-5p, and NOS3). Table 2 shows that increased miR-21-5p and miR-221-
5p expression and decreased NOS3 expression are associated with a higher risk of CAD;
conversely, HDL-C is a protective factor against CAD. We also found that increasing age
and SBP are weakly associated with CAD.

Table 2. Association between clinical parameters and miR/NOS3 expression with risk of develop-
ing CAD.

X OR CI 95% p
Age 6.177 1.088 1.018-1.163 0.013
HDL-C 8.863 0.848 0.761-0.945 0.003
SBP 5.951 1.071 1.014-1.133 0.015
miR-21-5p 8.411 8.373 1.992-35.206 0.004
miR-221-5p 6.839 6.447 1.595-26.061 0.009
NOS3 23.647 19.61 5.920-66.670 <0.001

x2: chi? value; OR: odds ratio; CI: confidence interval (binary logistic regression analysis).
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2.5. miR/NOS3 Expression with the Use of Drugs

Because most of the CAD patients were medicated with different drugs, a Kruskal—
Wallis test was performed between the CG and medicated and unmedicated CAD patients
to determine whether the expression of the studied miRs/NOS3 varies according to the
use of metformin, statins, or antihypertensive drugs. NOS3 mRNA expression showed an
increase in the control group versus the medicated and unmedicated CAD patients with
metformin. MiR-21-5p expression levels were higher in the unmedicated CAD patients
with metformin compared with the healthy control group (p = 0.001) and in the CAD
medicated group with metformin (p = 0.022) (Table 3). Moreover, miR-221-5p expression in
the unmedicated CAD patients with metformin was significantly higher than that in the
healthy control group (p < 0.001), and it showed a tendency to be higher than that in the
hypoglycemic-medicated patients (p = 0.086). We found no differences in the expression of
miRs or NOS3 between the medicated and unmedicated groups due to the consumption of
statins and antihypertensive drugs.

Table 3. Comparison between controls and CAD patients either unmedicated or medicated with
metformin regarding expression of the study miRs/NOS3.

CAD CAD
Control Unmedicated Group p1 Medicated Group p2 p3
with Metformin with Metformin

n =250 n =48 n=12
NOS3 108.44 (5.70-1125.22) 25.11 (1.00-129.55) 0.001 23.98 (2.27-83.71) 0.001 0.776
miR-21-5p 7.54 (0.69-61.42) 15.43 (1.45-82.65) 0.001 7.35 (2.50-18.62) 0.983 0.022
miR-221-5p 7.47 (0.12-74.64) 21.79 (2.48-116.42) <0.001 11.01 (2.78-46.85) 0.321 0.086
miR-155-5p 14.04 (0.74-78.72) 7.98 (0.91-33.15) 0.049 4.26 (2.63-21.63) 0.050 0.528

The data are expressed as median (min-max). pl = CAD unmedicated group with metformin vs. healthy controls,
p2 = CAD medicated group with metformin vs. control, p = 3 CAD unmedicated group with metformin vs. CAD
medicated group with metformin (Kruskal-Wallis test).

3. Discussion

Several studies have indicated the potential role of circulating miRNA levels as valu-
able biomarkers for different disease processes. However, the information is limited
regarding their role in monocytes, cells that are critical in the initial stage of atherosclerosis.

In our study, we demonstrated that monocytes from CAD patients increased the ex-
pression of miR-21-5p and miR-221-5p and decreased the expression of miR-155-5p and
NOS3. However, only the overexpression of miR-21-5p and miR-221-5p was found to be
associated with an increased CAD risk. Previous reports have shown that the expression of
miR-21-5p is elevated in the mononuclear cells and plasma of CAD patients [24,25]. This
miR could potentially be involved by regulating inflammatory cytokines through the JNK
signaling pathway [26] or the phosphatidylinositol 3-hydroxy kinase [PI3K]/protein kinase
B [AKT] pathway [27], which would cause vascular smooth muscle cell proliferation and
migration, resulting in more severe vascular stenosis and worsening CAD [28]. Accord-
ing to the literature, miRNA-21 overexpression inhibits the expression of the peroxisome
proliferator-activated receptor-alpha (PPAR«), resulting in the upregulation of the expres-
sions of VCAM-1 and MCP-1 [15]. Furthermore, hydrogen peroxide and lipopolysaccharide
(LPS) have been found to differentially affect the expression of miR-21 in endothelial cells
before and after co-culture with monocytes [29]. These studies demonstrate the role of miR-21
in the development of the atherosclerosis process; however, the effect of increased miR-21
expression in endothelial cells in the context of atherosclerosis requires further examination.

Some researchers have reported that miR-221-5p expression is upregulated in plasma
from patients with heart failure and atherosclerosis obliterans [17,30]. In addition, studies
in endothelial cells have shown that the expression of the 3p chain of this miR is elevated
in patients with CAD [15,31]. However, there are no previous reports of the 5p chain in
this disease. Therefore, the present study is the first to demonstrate that an increase in
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miR-221-5p in monocytes could facilitate the formation of atheromatous plaque. We used
the network-based bioinformatic prediction TargetScan Human 7.2 program and identified
the suppressor of the cytokine signaling 1 (SOCS1) gene as a direct anti-inflammatory target
of the miR-221-5p. SOCSI is a negative feedback inhibitor of signaling induced by the
cytokines that act via the JAK/STAT pathway, and it controls the essential inflammatory
processes in vascular cells [32]. Hence, the overexpression of miR-221-5p could promote
the production of inflammatory cytokines and the progression of atherosclerosis through
the inhibition of SOCS1.

CAD management is affected by associated pathologies such as diabetes mellitus (DM),
which results in a two to four times higher CVD risk. It should be noted that because a high
percentage of our patients with CAD had type 2 diabetes mellitus and arterial hypertension,
most received medication for these. Therefore, to verify that the expression of these miRs
is directly associated with CAD, a binary logistic regression analysis was performed; it
was confirmed that their deregulation, either up or down, is a risk factor for developing
the disease (as shown in the Table 2). If the deregulation in the expression of these was
due to other comorbidities—in this case type 2 diabetes mellitus or hypertension—the
expression of the miRNAs and NOS3 would not have given us a significant result in the
regression, and this would have indicated that the deregulation observed in its expression
was not directly associated with CAD but rather with one of these comorbidities or other
confounding variables.

However, it is difficult to separate the effects of diabetes, arterial hypertension, and
medication from the effects of CAD on miRNA expression and NOS3 levels. It is necessary
to consider the difficulty in finding patients with CAD who are not treated, and thus
the need to increase the sample size of this type of patient. A follow-up study could be
done on our study subjects to (1) Determine whether healthy controls that presented a
high expression of miRNA-21-5p and miRNA-221-5p develop CAD in the following years.
Conversely, to determine whether those healthy subjects who presented a high expression
of miR-NA-155-5p and NOS3 do not present with CAD (protective effect). (2) To determine
whether patients with CAD who presented with a high expression of miRNA-21-5p and
miRNA-221-5p have complications resulting from the disease or a poor prognosis.

According to the results of the treatment with the metformin, the patients with CAD
who did not receive the medication have higher expression of miR-21-5p and miR-221-5p
than both the control group and the group of CAD patients medicated with metformin.
Previous reports have shown that treatment with metformin decreases the expression
of both miR-21-5p in plasma and miR-221-5p in internal mammary arteries in diabetic
patients [33,34]. This suggests that metformin also has an inhibitory effect on miR-21-5p and
miR-221-5p expression in monocytes. Metformin acts as a cardioprotector by activating the
AMPK (AMP-activated protein kinase) enzyme complex, which is involved in a wide range
of downstream signaling pathways; participating in the apoptosis of endothelial cells and
cardiomyocytes; inhibiting the proliferation, migration, and angiogenesis of vascular cells;
and in mitigating oxidative stress and the inflammatory response [35,36]. Pulito et al. found
that metformin inhibits miR-21-5p transcription through the occupancy of its promoter
regions by E2F transcription factor 3 (E2F3) [37]. Nevertheless, the molecular mechanism
of metformin in regulating the expression of the studied miRs is still not fully known.

No significant differences were found with respect to miR-221-5p, miR-21-5p, miR-155-
5p, and NOS3 expressions grouped by CAD patients and their consumption of different
antihypertensive and lipid-lowering drugs. This result is likely due to the wide variety
of treatments involving antihypertensive drugs (Diuretics, Beta-blockers, ACE inhibitors,
Angiotensin II receptor blockers, Calcium channel blockers, Alpha blockers, Alpha-2
Receptor Agonists, Vasodilators) and lipid-lowering drugs (statins, Fibrate, ezetimibe) in
patients with CAD.

In our study, the miR-155-5p was also shown to be downregulated in the CAD patients.
It has been suggested in the literature that miR-155-5p expression may have different
effects depending on the stage of atheromatous plaque development. Its downregulation
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could represent a feedback mechanism for controlling the overactivation of immune cells.
According to a previous mouse model study with atherosclerosis, the expression of miRNA-
155-5p decreases in these cells in response to inflammation, and thus it could be associated
with the formation of atherosclerotic plaque [38].

Therefore, we recognize that miR-155-5p expression decreases in the monocytes of
CAD patients in response to an increase in inflammatory cytokines caused by immune cell
activation. McCoy et al. proposed a possible mechanism, showing that IL-10, a potent anti-
inflammatory cytokine, inhibits the transcription of miR-155-5p of the BIC gene in a STAT3-
dependent manner, which could result in the promoted expression of anti-inflammatory
genes [39]. Zhu et al. demonstrated that miR-155-5p could have an anti-inflammatory effect
by targeting mitogen-activated protein kinase 10 (MAP3K10), preventing the development
and progression of atherosclerosis [19]. Studies on rodents demonstrate that the lack of miR-
155-5p in bone marrow-derived cells increased the incidence of atherosclerosis in LDLR-KO
mice [40]. Moreover, another study found that miR-155-5p partially mediated the effect of
inflammatory stimuli (TNFo) induced endothelial nitric oxide synthase downregulation in
HUVEC cells [41].

We observed that the decrease in miR-155-5p was even more significant among CAD
patients receiving metformin treatment. The reduction of miR-155-5p in the B cells of
subjects with DM who take metformin has been found to cause AMPK activation and,
consequently, the inhibition of the pro-inflammatory cytokine TNF« [21]. Furthermore,
it is known that miR-155-5p is induced by ox-LDL and proinflammatory stimuli in the
monocyte/macrophages, which promotes a proinflammatory environment in which vari-
ous cytokines are triggered [42]. However, most of our patients with CAD had low LDL
levels due to atorvastatin and low susceptibility to oxidation. Studies show that simvastatin
pretreatment ameliorates TNFx (20 ng/mL) induced miR-155-5p expression in HUVECs,
further clarifying how statin modulation of the mevalonate-geranylgeranyl pyrophosphate-
RhoA signaling pathway has anti-atherosclerotic effects [43]. Therefore, it is necessary, for
example, to carry out complementary studies in vivo to ensure that its inhibition in mice
with atherosclerosis produces a decrease in the size of the plaque.

Furthermore, we observed a significant decrease in NOS3 expression in the mono-
cytes of the CAD group. A previous study in mice demonstrated that NOS3 deficiency
increased atherosclerotic plaque formation and induced coronary artery disease and several
cardiovascular complications, including spontaneous aortic aneurysm and dissection [44].
In addition, a study of hypertensive patients indicated that miR-21-5p expression was
positively correlated with cIMT and negatively correlated with serum nitric oxide concen-
trations and plasma activity NOS3 [24], as in our study. Previous studies are related the
expression of miRNA-21-5p and miRNA-221-5p with NOS3 in both animal models and in
humans [45,46]. Recent reports have also demonstrated that miR-21-5p is induced during
hypoxia by HIF-1-activating Akt, which could indirectly affect NO levels [47]. Studies have
also indicated that miR-221-3p inhibits adiponectin-stimulated NOS3 phosphorylation and
NO production [48], which supports the inverse correlation we found between the levels of
expression of miR221 and NOS3. Cerda et al. demonstrated that endothelial cells that were
transfected showed a decrease in miR-221 after statin treatment that was correlated with
the increase in NOS3 mRNA levels [49]. On the other hand, Sudrez et al. observed that
the transfection of miRNAs mimicked in endothelial cells decreased the protein levels of
NOS3 [50]. In the case of miRNA-21-5p, a significant increase in the expression of miRNA-
21-5p correlated positively with CIMT and negatively with the expression of NOS3 and
nitric oxide was found in hypertensive patients with a high intima media thickness [24].

In summary, our results show that the overexpression of miR-21-5p and miR-221-5p in
monocytes is a risk factor in the development of CAD in the Mexican population. Hence,
miR-21-5p and miR-221-5p could both participate in the development of atherosclerotic
plaques by inhibiting target genes that participate in this pathological process. Moreover,
metformin could exert a protective effect by decreasing the expression of miR-21-5p and
miR-221-5p. Further, the expression of NOS3 decreased significantly in our patients with
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CAD, regardless of whether they were medicated. Our work verifies the role of these miRs
in the Mexican population, whose genetic load is different from the Caucasian population,
on whom most such studies have been carried out. Therefore, our findings allow for the
suggestion of new therapeutic strategies for the diagnosis and prognosis of CAD and the
evaluation of treatment efficacy.

One limitation of our study was cardiovascular treatment, as it varied among patients,
and most patients were treated with two or more medications. However, the recruitment of
patients without any type of treatment was very difficult. The effect of metformin in reduc-
ing miRNA expression should be investigated further in vivo or in vitro in other models.
Therefore, more studies with larger sample sizes can help us elucidate the association of
different miRs in CAD patients with different medical treatments. It would be interesting to
study patients with subclinical atherosclerosis and CAD patients who have had the disease
for different numbers of years, to determine whether the expression of miRs increases or
decreases as the disease progresses.

4. Materials and Methods
4.1. Research Population

A total of 110 Mexican subjects (60 patients diagnosed with CAD and 50 control
subjects) were recruited at the National Institute of Cardiology Ignacio Chavez. The
inclusion criteria for both groups were Mexican by birth and having at least three previous
generations of Mexican origins. CAD was defined as a disease that causes stress- or exercise-
related symptoms of angina due to a narrowing of >50% in the left common trunk or >70%
in one or more of the major arteries. The diagnosis as non-invasive was based on the
presence of myocardial ischemia in patients with atheromatous plaques. The criterion for
the control group was not presenting with any comorbidity; to ensure that the patients
in the control group did not have atheroma or subclinical atherosclerosis, their carotid
intima-media thickness (cIMT) was evaluated using ultrasonography. All the participants
answered standardized and validated questionnaires to obtain information on their family
and medical history, alcohol and tobacco consumption, and physical activity. Information
was also obtained from the clinical record of each subject. The research protocol 18-1075
was approved by the Institute’s Research and Ethics Committees. Informed consent to
participate was signed by all the patients, with full consideration for the ethical principles
for medical research involving human beings, as stipulated in the Declaration of Helsinki
and modified by the Tokyo Congress, Japan [51].

4.2. Blood and Plasma Samples

Blood samples were obtained by venipuncture after 12 h of fasting in tubes with
ethylenediaminetetraacetic acid sodium (EDTA-Na) for plasma and monocyte isolation.
Plasma was immediately subjected to separation through centrifugation for the determi-
nation of the lipid profile total cholesterol (TC), triglycerides, high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), and glucose.

4.3. Laboratory Analysis

Glucose, TC, and triglycerides were analyzed using enzymatic colorimetric meth-
ods (Roche-Syntex/Boheringer Mannhein, Mannheim, Germany). HDL-C was measured
after the precipitation of low-density and very low-density lipoproteins with phospho-
tungstate/Mg2+ (Roche-Syntex), and LDL-C was estimated by the equation of Friede-
wald [52], with the modifications detailed by De Long [53]. All the assays were performed
according to an external quality control scheme (Lipid Standardization Program, Center for
Disease Control in Atlanta, GA, USA). We followed the National Cholesterol Education
Project (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP III) guidelines and thus defined dyslipi-
demia according to the following levels: cholesterol > 200 mg/dL; LDL-C > 130 mg/dL;
HDL-C <40 mg/dL for men and <50 mg/dL for women; and triglyceride > 150 mg/dL.
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4.4. Monocyte Isolation

Whole blood collected in EDTA tubes was diluted 1:1 with 1X PBS-1% heparin and
subsequently added to a Ficoll-Histopaque solution (Sigma, Sigma, St. Louis, MO, USA,
Catalog Number 10771). The samples were centrifuged at 1300 rpm for 30 min, and the
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were generated after the centrifugation. Then,
positive selection to obtain monocytes was carried out using CD14-mAb-coated microbeads
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany; Catalog Number 130-050-201) following
the manufacturer’s instructions (purity of 95 & 98%). An aliquot of 1 mL of Tripure TM
reagent (Roche Life Science, Penzberg, Germany) was added for collecting the monocytes.
The cells were stored at —80 °C.

4.5. RNA Extraction

The total RNA, including miRs, was extracted from the monocyte samples using
Tripure™ isolation reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA, Catalog Number
11667165001). The total RNA was stored at —80 °C.

4.6. miR Quantitative Real-Time

Reverse transcription was performed using the samples of the total RNA from the
monocytes to obtain the cDNAs of the study miRs using specific primers for the mature
forms of each one and the TagMan miRNA RT kit (TagMan® Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit, Applied Biosystem, Foster City, CA, USA, Catalog Number A28007). The
quantification of the miR-21-5p (hsa-miR-21-5p), miR-155-5p (hsa-miR-155-5p), and miR-
221-5p (hsa-miR-221-5p) via a real-time quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (QRT-PCR) was performed using a commercial kit (TagMan Gene Expression Assay,
Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) employing the CFEX96TM Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The cycling conditions were 2 min at 50 °C
and then 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C. The
expression levels were measured in duplicate and normalized to the reference gene RNU6B
(NR_002752). The relative expression was calculated with the comparative threshold cycle
(CT) method, and the data were analyzed using the 2~24¢t method [54].

4.7. mRNA Quantitative Real-Time PCR

The TR-qPCR was performed using 1 pg of the total RNA for cDNA synthesis
according to the High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA). The cDNA was stored at —20 °C. NOS3 (Hs01574665_m1) and was
measured using a commercially available kit (TagMan Gene Expression Assay, Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) employing the CFX96TM Touch Real-Time PCR Detec-
tion System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The cycling conditions were 2 min at 50 °C
and 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C. The gene
expression levels were determined in duplicate and normalized with the reference gene
HPRT (Hs99999909_m1).

4.8. Statistical Analysis

The data were analyzed using SPSS version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A
descriptive analysis of all the variables was performed, and the results were expressed as
the mean =+ standard deviation (SD). The comparison between the groups was rendered
using Student’s t-test for continuous variables. The Mann-Whitney U test was performed
for the variables that did not present a normal distribution. The Kruskal-Wallis test was
performed using a comparison of the medians to evaluate the outcomes of the control
group, the unmedicated CAD patients, and the CAD patients medicated with statins or
antihypertensive and hypoglycemic agents. Subsequently, a binary logistic regression
analysis was conducted to explore the association between the study miRs and the CAD.
Finally, a correlation analysis was conducted using the Pearson test. The p values of <0.05
were considered as indicating significant differences.
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4.9. Sample Size

The sample size was calculated using the data published in recent years by various
researchers. The means and standard deviations in the data were considered. The calculated
size of the present study was 28 subjects [19]; however, a sample size of 50 subjects per
group was established.

(Zl,,x/z + Zl_ﬁ)z(S% + S%)
(Xq — Xp)?

(Z1-4/2) =1.96 y 2.576 for a confidence level of 95% and 99%, respectively
(Z1-p) = 0.84 y 2.326 for a statistical power of 80% and 99%, respectively
51 = Standard deviation of the control group

S, = Standard deviation of the group problem

X; = Control of population means of the group

X; = Population mean of the problem group.
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Abstract

miR-33a has been described as a key regulator in the initiation and progression of atherosclerosis. However, its role in
arterial hypertension (HTA) has not been elucidated. Therefore, the aim of this study was to determine the association
between the expression of miR-33a (5p and 3p) and the carotid intima-media thickness (cIMT) in samples of monocytes and
serum from hypertensive patients. The miR-33a-5p and miR-33a-3p expression in monocytes and serum from Mexican
hypertensive patients were examined by RT-PCR. This study involved 84 subjects (42 normotensive subjects and 42 patients
with essential hypertension). Our study revealed that miR-33a-5p expression was significantly upregulated in the monocytes
of hypertensive patients compared with the control group (p = 0.001), while miR-33a-3p was significantly downregulated (p
=0.013). miR-33a-5p upregulation [OR: 5.53, 95% CI: 2.01-15.20; p = 0.001], as well as miR-33a-3p downregulation
[OR: 3.32, 95% CI: 1.45-7.60; p = 0.004] in monocytes, was associated with an increased risk of developing hypertension.
In addition, miR-33a-5p upregulation in hypertensive patients was associated with an increased risk of presenting cIMT
[OR: 5.99, 95% CI: 1.10-32.85; p = 0.039]. Moreover, we found no significant differences in the expression of both strands
of miR-33a in serum of our patients. Our results showed an upregulation of miR-33a-5p and downregulation of miR-33a-3p
in monocytes, these data are associated with cIMT, which could be a risk factor for the development of hypertension. In
addition, upregulation of miR-33a-5p in monocytes from Mexican hypertensive patients could be involved in the
development of atherosclerosis.

Introduction

Arterial hypertension (HTA) is a key risk factor for the
development of cardiovascular diseases [1]. Hemodynamic
stress, endothelial dysfunction, oxidative stress, and vas-
cular inflammation are the main processes by means of
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which HTA favors the formation of atherosclerotic plaque
[2]. Changes originated in the arterial wall due to this
pathology progressive increase the carotid intima-media
thickness (cIMT) [3]. However, until now there is no
knowledge of all the genes involved in the regulation of
these processes.

One of the main events in atherosclerotic lesion pro-
gression is the accumulation of low-density lipoproteins
(LDL) in the arterial wall. The principal multi-ligand
transmembrane receptor involved in the uptake of aggre-
gated LDL (agLDL) is the low-density lipoprotein receptor-
related protein 1 (LRP1) [4]; LRP1 contains sterol reg-
ulatory element (SRE) sequences, accordingly it can be
regulated through sterol regulatory element-binding pro-
teins (SREBPs), a family of membrane-bound transcription
factors composed of two genes [5]. Considerable evidence
supports the silencing of either SREBP-1 or SREBP-2 in
vascular smooth muscle cells (VSMC) enhanced LRP1
whereas overexpression of both isoforms decreased LRP1
expression [5, 6], demonstrating that both SREBP-1 and
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Abstract: Aim: To investigate the relation between polymorphisms in the interleukin 10 (IL)-10,
tumor necrosis factor (INF)-«, transforming growth factor (I'GF)-p and interferon (IFN)-y genes
and Takayasu’s arteritis in the Mexican population. Methods: A case-control study was performed
to investigate the associations of IL-10, TNF-«a, TGF-f and IFN-y polymorphisms in a sample of
52 Takayasu’s arteritis patients, diagnosed according to the criteria of the American College of
Rheumatology and EULAR PRINTO criteria when the patients were under 18 years of age; 60
clinically healthy unrelated Mexican individuals by the 5" exonuclease TagMan polymerase chain
reaction. Polymorphic haplotypes were constructed after linkage disequilibrium analysis. Results:
Significant differences were not found in the distribution for genotype and allele frequencies of
the polymorphisms studied between healthy controls and Takayasu’s arteritis patients. Likewise,
significant associations were not detected in the haplotype analysis with the different genes studied.
Conclusions: These findings suggest that the polymorphisms in IL-10, TNF-a, TGF-$ and IFN-y might
not contribute to the susceptibility of Takayasu’s arteritis in the Mexican population.

Keywords: cytokines; Takayasu'’s arteritis; polymorphisms; Mexican population

1. Introduction

Takayasu’s arteritis (TA) is an inflammatory disease that affects medium and large arteries,
predominantly the aorta and its main branches. The arterial inflammation can lead to wall thickening,
arterial stenosis, fibrosis, thrombus formation, and progressive occlusion [1]. The clinical manifestations
of Takayasu’s arteritis usually appear in childbearing-age women [1,2].

Inflammation in Takayasu’s arteritis begins around the vasa vasorum and it is accompanied by the
infiltration of several inflammatory cells, leading to granuloma formation. At this stage, the production
of inflammatory mediators is markedly increased [3,4]. This response includes many factors such as
CD4*/CD8* lymphocytes, macrophages and pro-inflammatory cytokines.

Cytokines are involved in synergistic and antagonistic interactions, exhibiting both positive and
negative regulatory effects [5]. Several studies have related single nucleotide polymorphisms (SNPs) of
some cytokine genes to risk factors in inflammatory processes. The formation of granulomas in giant
cell arteritis and vascular granulomatous are also related [6,7]. Among the cytokines that might be
involved, tumor necrosis factor (TNF)-c, a powerful immunomediator and proinflammatory cytokine
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Association between the transporters ABCA1/G1 and the expression
of miR-33a/144 and the carotid intima media thickness in patients
with arterial hypertension
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Abstract

ATP-binding cassette membrane transporters (ABC), functions as an outflow facilitator of phospholipids and cellular cho-
lesterol, playing an important role in the development of atherosclerosis and arterial hypertension. ABC’s transporters could
post-transcriptionally regulated by miRs. Evaluate the association in the transporters ABCA1 and ABCG1 with the expression
of miR-33a and miR-144 and the carotid intima media thickness (cIMT) in patients with essential arterial hypertension. The
miR-33a-5p, miR-144-3p and mRNA ABCA1 and ABCG1 expression in monocytes from Mexican hypertensive patients
were examined by RT-PCR. The miR-33a and miR-144 expression in monocytes and mRNA ABCA1 and ABCG1 from
Mexican hypertensive patients were examined by RT-PCR. This study involved 84 subjects (42 normotensive subjects and
42 patients with essential hypertension). Our study revealed that miR-33a expression (p=0.001) and miR-144 (p=0.985)
were up-regulated, meanwhile, ABCA1 and ABCG1 transporters were down-regulated (p=0.007 and p=0.550 respectively)
in hypertensive patients compared with the control group. The trend remains for miR33a/ABCA1 in presence of cIMT.
Moreover, an inverse correlation was found with the expression levels of ABCA1 and ABCGI as well as in HDL-C with
miR-33a and miR-144. Our results showed an increase in the expression of miR-33a and miR-144 and an inverse correlation
in their target ABCA1 and ABCGI,; it may be associated with essential arterial hypertension in patients with cIMT and as
consequence for atheromatous plaque.

Keywords miR-33a - miR-144 - ABC transporters - Arterial hypertension - Carotid intima-media thickness

Introduction

Hypertension, a chronic elevation of blood pressure is an
indisputable risk factor of cardiovascular diseases such as
myocardial infarction, stroke, and is also the leading cause
of chronic renal failure.

It is known that the pathophysiology of arterial hyperten-
P4 Ricardo Gamboa sion is multifactorial, which implies hemodynamic stress,

rgamboaa_2000@yahoo.com endothelial deregulation, vascular smooth muscle dysfunc-
tion, increased oxidative stress, activation of the sympathetic
nervous system as well as the activation of the renin—angio-
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Monocyte Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 1 (LRP1)
Expression Correlates with cIMT in Mexican Hypertensive Patients
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Abstract

Background: Arterial hypertension (HTA) represents a major risk factor for cardiovascular morbidity and mortality. It
is not yet known which specific molecular mechanisms are associated with the development of essential hypertension.

Objective: In this study, we analyzed the association between LRP1 monocyte mRNA expression, LRP1 protein expression,
and carotid intima media thickness (cIMT) of patients with essential hypertension.

Methods: The LRP1T monocyte mRNA expression and protein levels and cIMT were quantified in 200 Mexican subjects,
91 normotensive (NT) and 109 hypertensive (HT). Statistical significance was defined as p < 0.05.

Results: HT patients group had highly significant greater cIMT as compared to NT patients (p=0.002) and this correlated
with an increase in the expression of LRP1T mRNA expression (6.54 vs. 2.87) (p = 0.002) and LRP1 protein expression
(17.83 vs. 6.25), respectively (p = 0.001). These differences were maintained even when we divided our study groups,
taking into account only those who presented dyslipidemia in both, mRNA (p = 0.041) and proteins expression (p <
0.001). It was also found that Ang Il mediated LRP1 induction on monocytes in a dose and time dependent manner with
significant difference in NT vs. HT (0.195 + 0.09 vs. 0.226 + 0.12, p = 0.046).

Conclusion: An increase in cIMT was found in subjects with hypertension, associated with higher mRNA and LRP1
protein expressions in monocytes, irrespective of the presence of dyslipidemias in HT patients. These results suggest
that LRP1 upregulation in monocytes from Mexican hypertensive patients could be involved in the increased cIMT.
(Arq Bras Cardiol. 2021; 116(1):56-65)

Keywords: Monocytes; LRP1; mRNA; Hypertension/epidemiology; Mexico; Carotid Intima Media Thickness.

Introduction

Arterial hypertension (HTA) is a chronic and multifactorial
disease that constitutes a serious public health problem.’
Hypertension rarely causes symptoms in the early stages; it is
a silent killer, causing accelerated atherosclerosis, damage to
major organs, disability, and death from cardiovascular diseases.

classic LDL receptors.® These receptors are not regulated by
cholesterol and allow a massive uptake of modified LDL,
causing intracellular lipid accumulation.

The low-density lipoprotein receptor—related protein
1 (LRP1), which is a transmembrane multiligand receptor®
belonging to the LDLR family, is expressed in different cells such
as neurons, fibroblasts, tumoral cells, hepatocytes, vascular
smooth muscle cells, and monocytes and macrophages.” ® It
is known to participate in the uptake of modified LDL?and is

Atherosclerotic lesions include altered endothelial
cells, circulating monocytes, vascular smooth muscle cells

(VSMC) migration, and foam cell development.? The altered
endothelium allows the entrance and retention of low density
lipoprotein (LDL) into the intima layer.* Once LDL is trapped
in the arterial intima, it undergoes changes, such as oxidation
and aggregation, that facilitate its uptake by intimal monocytes-
macrophages and VSMC through their recognition by non-
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over expressed in atherosclerotic plaques in both animal and
human models.' ™

Furthermore, LRPT gene expression is increased in
mononuclear cells from patients with coronary occlusion.''3
In monocytes and macrophages, LRPT contributes to the
uptake of modified aggregated LDL.'*"> Nevertheless, the
effects of hypertension on LRP1 expression in humans are not
exactly known. Therefore, obtaining circulating monocytes
made it possible to study the mechanisms of their participation
in the formation of atherosclerotic plaque.'® In another way,
the cIMT is considered an excellent non-invasive marker
for cardiovascular disease; it has been associated with
atherosclerosis and cardiovascular risk factors'”'® and the
prevalence of cardiovascular disease, proving it is useful in the
diagnosis of atherosclerosis.’?" Accordingly, the purpose of this
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Analysis of GPR126 polymorphisms and their relationship
with scoliosis in Marfan syndrome and Marfan-like
syndrome in Mexican patients
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Yazmin Estela Torres-Paz
and Ricardo Gamboa ®3*
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Marfan syndrome (MFS) is an inherited connective tissue disorder. As the spinal growth depends on the delicate balance of forces,
conditions that affect musculoskeletal matrix often lead to spinal deformities. A large cross-sectional study revealed a 63% prevalence
of scoliosis among patients with MFS. Multi-ethnic genome-wide association studies and analyses of human genetic mutations showed
that variations and mutations of G protein-coupled receptor 126 (GPR126) locus are associated with multiple skeletal defects, including
shorter stature and adolescent idiopathic scoliosis. The study included 54 patients with MFS and 196 control patients. The DNA was
extracted from peripheral blood using the saline expulsion method and single nucleotide polymorphism (SNP) determination was
carried out using TagMan probes. Allelic discrimination was performed by RT-qPCR. Significant differences in genotype frequencies
were found for SNP rs6570507 in relation to MFS and sex (recessive model, odds ratio [OR] 2.46, 95% confidence interval [CI]
1.03-5.87; P = 0.03) and rs7755109 (overdominant model, OR 0.39, 95% CI 0.16-0.91; P = 0.03). The most significant association was
found in SNP rs7755109, where the frequency of genotype AG was significantly different between MFS patients with scoliosis and those
without (OR 5.68, 95% C1 1.09-29.48; P = 0.04). This study, for the first time, examined the genetic association of SNP GPR126 with the
risk of scoliosis in patients with connective tissue diseases. The study revealed that SNP rs7755109 is associated with the presence of

scoliosis in Mexican patients with MFS.

Keywords: G protein-coupled receptor 126 (GPR126), Marfan syndrome (MFS), single nucleotide polymorphism (SNP), scoliosis.

Introduction

Marfan syndrome (MFS) is an inherited connective tissue disor-
der caused by heterozygous mutations in the FBNI gene, which
encodes the extracellular matrix protein fibrillin-1 [1]. MFS is
considered as one of the most lethal conditions in Mendelian
inheritance [2]. The FBNI gene can undergo a range of muta-
tions, such as missense or nonsense mutations, insertions or
deletions that occur within or outside of the frame, and muta-
tions affecting exonic or splice sites. In approximately 40% of
MFS cases, mutations in the FBNI gene lead to haploinsuffi-
ciency. Meanwhile, dominant negative mutations account for
approximately 60% of cases. These mutations modify the com-
ponents of fibrillin-1 and thus affect interaction with other pro-
teins from the extracellular matrix. A variety of effects of these
mutations have been described at the protein level; they include
changes to the secondary structures of proteins, which can lead
to a delay in protein secretion or an increased susceptibility.
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Furthermore, truncation codon mutations are linked with the
onset of severe skeletal and skin lesions [3]. As the spinal
growth depends on the delicate balance of forces, conditions
that affect musculoskeletal matrix often lead to spinal defor-
mities. A large cross-sectional study revealed a 63% prevalence
of scoliosis among patients with MFS. However, many of these
curves were minor and only 10%-20% needed treatment. The
curve patterns resembled those seen in patients with idiopathic
scoliosis, with thoracolumbar and thoracic curves being the
most common types. Interestingly, there was a higher preva-
lence of triple curves noted in these cases [4, 5]. Adolescent
idiopathic scoliosis (AIS) is a complex three-dimensional defor-
mity of the spine, including variable degrees of changes across
the frontal, sagittal, and axial planes. It affects 2%-3% of the ado-
lescent population [6] with the incidence of 1 in every 300-1000
live births; women are affected more frequently than men [7].
While both genetic and epigenetic factors have been associ-
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Expressions of MRNA and encoded
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protein genes (UCPI1, UCP2, and
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ABSTRACT

To evaluate the expression of UCP1, UCP2, and UCP3 mRNA and encoded proteins in
epicardial and mediastinal adipose tissues in patients with coronary artery disease (CAD).

We studied 60 patients with CAD and 106 patients undergoing valve replacement
surgery (controls). Expression levels of UCP1, UCP2, and UCP3 mRNA and encoded proteins were
measured by quantitative real-time PCR and Western blot analysis, respectively. We found
increased UCP1, UCP2, and UCP3 mRNA levels in the epicardial adipose tissue in the CAD versus
the control group, and higher UCPT and UCP3 mRNA expression in the epicardial compared with
the mediastinal tissue in the CAD group. There was also increased expression of UCP1 protein in
the epicardial tissue and UCP2 protein in the mediastinum tissue in patients with CAD. Finally,
UCP1 expression was associated with levels of fasting plasma glucose, and UCP3 expression was
associated with levels of high-density lipoprotein cholesterol and low-density cholesterol in the
epicardial tissue. Our study supports the hypothesis that higher mRNA expression by
UCP genes in the epicardial adipose tissue could be a protective mechanism against the production
of reactive oxygen species and may guard the myocardium against damage. Thus, UCP levels are
essential to maintain the adaptive phase of cardiac injury in the presence of metabolic disorders. Arch
Endocrinol Metab. 2023;67(2):214-23
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Abstract: In patients with severe pneumonia due to COVID-19, the deregulation of oxidative stress is
present. Nuclear erythroid factor 2 (NRF2) is regulated by KEAP1, and NRF2 regulates the expression of
genes such as NFE2L.2-KEAP1, which are involved in cellular defense against oxidative stress. In this study,
we analyzed the participation of the polymorphisms of NFE2L2 and KEAP1 genes in the mechanisms of
damage in lung disease patients with SARS-CoV-2 infection. Patients with COVID-19 and a control group
were included. Organ dysfunction was evaluated using SOFA. SARS-CoV-2 infection was confirmed
and classified as moderate or severe by ventilatory status and by the Berlin criteria for acute respiratory
distress syndrome. SNPs in the gene locus for NFE2L.2, 1s2364723C>G, and KEAP1, 1s9676881A>G, and
1s34197572C>T were determined by qPCR. We analyzed 110 individuals with SARS-CoV-2 infection:
51 with severe evolution and 59 with moderate evolution. We also analyzed 111 controls. Significant
differences were found for rs2364723 allele G in severe cases vs. controls (p = 0.02); for the rs9676881 allele
G in moderate cases vs. controls (p = 0.04); for the rs34197572 allele T in severe cases vs. controls (p = 0.001);
and in severe vs. moderate cases (p = 0.004). Our results showed that NFE2L2 rs2364723C>G allele G had
a protective effect against severe COVID-19, while KEAP1 rs9676881A>G allele G and rs34197572C>T
minor allele T were associated with more aggressive stages of COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; pathogenesis; inflammation; NFE2L2; KEAP1; single nucleotide
polymorphism

1. Introduction

The coronavirus SARS-CoV-2 belongs to the genus (3-coronavirus, which is responsible
for the current acute respiratory syndrome, COVID-19. It is known that, in each wave of
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The usefulness of the genetic panel in the classification
and refinement of diagnostic accuracy of Mexican
patients with Marfan syndrome and other connective

tissue disorders
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Marfan syndrome (MFS) is a multisystem genetic disorder with over 3000 mutations described in the fibrillin 1 (FBN2) gene. Like MFS,
other connective tissue disorders also require a deeper understanding of the phenotype-genotype relationship due to the complexity
of the clinical presentation, where diagnostic criteria often overlap. Our objective was to identify mutations in patients with connective
tissue disorders using a genetic multipanel and to analyze the genotype—phenotype associations in a cohort of Mexican patients. We
recruited 136 patients with MFS and related syndromes from the National Institute of Cardiology. Mutations were identified using
next-generation sequencing. To examine the correlation between mutation severity and severe cardiovascular conditions, we focused
on patients who had undergone Bentall-de Bono surgery or aortic valve repair. The genetic data obtained allowed us to reclassify the
initial clinical diagnosis across various types of connective tissue disorders. The transforming growth factor beta receptor 2 (TGFBR2)
rs79375991 mutation was found in 10 out of 16 (63%) Loeys-Dietz patients. We observed a high prevalence (65%) of more severe
mutations, such as frameshift indels and stop codons, among patients requiring invasive treatments like aortic valve-sparing surgery,
Bentall and de Bono procedures, or aortic valve replacement due to severe cardiovascular injury. Although our study did not achieve
precise phenotype-genotype correlations, it underscores the importance of a multigenetic panel evaluation. This could pave the way
for amore comprehensive diagnostic approach and inform medical and surgical treatment decision making.

Keywords: Marfan syndrome (MFS), other connective tissue disease, next-generation sequencing (NGS) sequencing, genetic

mutations, cardiovascular damage, Mexican patients.

Introduction

Marfan syndrome (MFS) is one of the most common inher-
ited disorders affecting connective tissue, with primary clinical
manifestations in the skeletal, ocular, and cardiac systems [1].
Reduced survival is primarily due to aortic complications,
such as aortic root dilatation and dissection. Other cardio-
vascular issues like aortic dissection, mitral valve prolapse,
aortic rupture, tricuspid valve prolapse, and proximal pul-
monary artery enlargement [2] are the most significant causes
of morbidity and mortality in this pathology and occur in up
to 25% of patients during childhood. Mutations in the fib-
rillin 1 (FBNI) gene, which encodes fibrillin-1, are the lead-
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ing cause of MFS and can be identified in 91%-95% of sub-
jects with classic Marfan [3]. MFS is a multisystem genetic
disease characterized by autosomal dominant inheritance and
high penetrance, which can be considered 100% [1]. Patients
with FBNI mutations display a range of phenotypes from mild
to severe. Over 3000 mutations in the FBNI gene have been
described in patients with MFS [4]. However, the relationship
between phenotype and genotype still requires clarification due
to the complex clinical presentation of MFS and the signifi-
cant overlap of diagnostic criteria with other Marfan-like dis-
orders. Mutations in a wide variety of genes, such as TGFBR],
transforming growth factor beta receptor 2 (TGFBR2), SMADs,
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