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L. Lista de abreviaturas

Se muestran las abreviaturas de acuerdo a orden de aparicion dentro del

documento.

e |AM: Infarto agudo de miocardio.

e SCA: Sindrome coronario agudo.

e WHO: Organizacién Mundial de la Salud.

¢ INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
e LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

e LDLm: Lipoproteinas de baja densidad modificadas.
e ROS: Especies reactivas de oxigeno.

e MCP-1: Proteina quimiotactica de monocito 1.

e |IL-1B: Interleucina 1 beta.

e |L-8: Interleucina 8.

e VCAM-1: Molécula de adhesién vascular 1.

e ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1.

e MMP: Metaloproteinasa de matriz extracelular.

e M-CSF: Factor estimulante de colonias de macroéfagos.
e SRA: Receptor carroiiero A.

e Treg: Linfocito T regulador.

e Th-1: Linfocito T cooperador 1.

e DC: Célula dendritica.

e TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

e TF: Factor tisular.

e CE: Célula espumosa.

e CC: Cascada de coagulacion.

e VII: Proconvertina.

e Vlla: Convertina.

e FVa: Acelerina.

e Xa: Factor Stuart-Prower activado.



[I: Protrombina.

I: Fibrindgeno.

la: Fibrina.

Xllla: Factor estabilizante de fibrina.

CAD: Enfermedad arterial coronaria.

HTA: Hipertension arterial.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleotido.

LDLR: Receptor de lipoproteinas de alta densidad.

C-HDL.: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad.
AGT: Angiotensindgeno.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

ATGS5: Proteina relacionada con la autofagia 5.

HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

C-LDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad.
CO: Monoxido de carbono.

EV: Vesicula extracelular.

ILV: Vesicula intraluminal.

MVB: Cuerpo multivesicular.

ESCRT: Complejo de clasificacion endosomal necesario para el transporte.
ALIX: Proteina X que interactla con manosiltranferasa ALG-2.
CD: Cluster de diferenciacion.

TSPAN: Tetraspanina.

LBPA: Acido lisobisfosfatidico.

RAB: Proteina de unién asociada a Ras.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.

APP: Proteina precursora amiloidea.

PMEL: Proteina de melanocitos.

TCR: Receptor de linfocitos T.

FasL: Ligando de Fas.



CXCR: Receptor de quimiocinas C-X-C.

HSP: Proteina de choque térmico.

PrP: Proteina prionica.

TFR: Receptor de transferrina.

WNT: Proteinas Wingless e Int.

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

TSG101: Proteina del gen 101 de susceptibilidad tumoral

VPS: Proteina asociada a la clasificacion de proteinas vacuolares
HSP: Proteina de choque térmico

DNAmt: DNA mitocondrial

DNAds: DNA de doble hebra

RNAmM: RNA mensajero

RNAr: RNA ribosomal

RNAt: RNA de transferencia

RNA vault: RNA boéveda.

ARF6: Factor 6 de ADP-ribosilacion

ROCK: Proteina cinasa asociada a Rho.

PECAM: Molécula de adhesién de células endoteliales plaguetarias.
LFA: Antigeno asociado a la funcion de linfocitos.

TGF-B: Factor transformante de crecimiento beta.

siRNA: RNA pequefio de interferencia.

rasiRNA: RNA pequefio de interferencia asociado a repeticion.
piwiRNA: RNA que interactta con piwi.

MiRNA: MicroRNA.

pri-miRNA: MicroRNA primario.

pre-miRNA: MicroRNA precursor.

RNA Pol Il: RNA polimerasa Il.

RNASEN: RNAsa lll endoribonucleasa nuclear de tipo Ill especifica de RNA
bicatenario

DGCRS: Proteina de unién a RNA de la region critica 8 del sindrome de
DiGeorge



XPO5: Exportina 5.

RAN-GTP: GTPasa-Ran.

DICER1: RNAsa lll endoribonucleasa citoplasmatica con actividad de corte
de RNA bicatenario.

TRBP: Proteina de union a RNA sensible a la transactivacion.
mMiRISC: Complejo de silenciamiento inducido por miRNA.
AGO: Proteinas argonautas.

GW182: Proteina Glicina-Triptéfano de 182 kDa.

SUFU: Supresor de homadlogo fusionado.

SHH: Via de sefializacién Sonic Hedgehog.

CK: Creatinin cinasa.

NMN: Nicotinamida mononucleétido.

HUVECSs: Células endoteliales de la vena umbilical humana.

MIF: Factor inhibidor de la migracién de macro6fagos.
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IV. Resumen

En la actualidad, las cardiopatias siguen siendo la principal causa de muerte en el
mundo, dentro de las cuales se encuentra el infarto agudo de miocardio (IAM), el
cual pertenece a un grupo de enfermedades definidas como Sindrome Coronario
Agudo, donde su principal caracteristica es la disminucion de la perfusion
sanguinea. El IAM al ser una patologia totalmente multifactorial representa una
problematica que requiere de alternativas terapéuticas para poder combatirlo, por
lo que el objetivo de este Trabajo Monografico de Actualizacion (TMA) es
presentar un panorama en torno a los conceptos de vesiculas extracelulares (EVs)
y microRNAs para entender la importancia que tienen éstos en el infarto agudo de
miocardio. Para ello, se realiz6 una busqueda de tipo bibliografica en medios
electronicos de libre acceso, tales como bibliotecas digitales, libros y revistas
indexadas de reciente publicacion. A partir de esto, se explica de manera
individual cada tema incluido en el trabajo, como los conceptos relacionados con
el infarto agudo de miocardio, vesiculas extracelulares y microRNAs, hasta la
importancia de estos Ultimos en IAM, donde se han descrito efectos
cardioprotectores, pro-angiogénicos y pro-supervivencia celular que repercuten de
manera positiva en la lesibn miocardica, asi como efectos negativos que agravan
la enfermedad mediante mecanismos pro-apoptéticos, pro-fibréticos y pro-
trombaticos, y la posible participacion de dichas estructuras como biomarcadores
para el diagndstico del grado de lesion aterosclerética. Derivado de la informacién
plasmada en el presente trabajo se puede sugerir la posible aplicacion terapéutica
de las EVs y algunos microRNAs para tratar la lesion cardiovascular, asi como su
uso como biomarcadores para el diagnostico temprano y evidencia del grado de

dafio por IAM.



V. Justificacion

Las cardiopatias son la principal causa de muerte alrededor del mundo por lo que
es necesario que las medidas de diagndstico y tratamiento sean de vanguardia. Al
dia de hoy se cuentan con distintas terapias, entre las que destacan el uso de
farmacos de tipo anticoagulante, tromboliticos, fibrinoliticos, vasodilatadores,
analgésicos, beta bloqueadores, inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA) y estatinas, asi como procedimientos quirdrgicos como la
angioplastia coronaria con la colocacion de un stent y la cirugia de baipas arterial.
Sin embargo, se tiene evidencia de que los pacientes presentan una lesién
conocida como lesién letal por reperfusion. Posterior a las intervenciones
quirtrgicas acompafadas de farmacos donde es necesaria su atenciéon. Sumado a
esto, el uso de los marcadores cardiacos actuales se puede ver limitado ya que
muchos de ellos no son especificos al 100% para el IAM y se presentan en un
tiempo posterior al evento cardiaco. Tomando como base lo anterior y el hecho de
que el IAM es una enfermedad de indole multifactorial, actualmente se tiene
registro de que diversos investigadores alrededor del mundo tienen un particular
interés en el estudio de las vesiculas extracelulares y los microRNAs por la
necesidad de definir y explicar cuél es el papel que cumplen estos en el infarto
agudo de miocardio, ya que, actualmente se cuenta con informacion sobre la
posible interaccion tanto positiva como negativa de dichas estructuras con el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular, asi como su probable uso como
biomarcadores y agentes terapéuticos, considerando esto Ultimo como la base del

futuro desarrollo de nuevas preguntas de investigacion.



VI. Alcance

El presente TMA es una investigacion documental que tiene como base la revision
de articulos de revistas especializadas en el tema de vesiculas extracelulares,
microRNAs y su papel en el desarrollo del IAM. Se pretende establecer una base
documental que podria usarse para el desarrollo de aplicaciones como
biomarcadores de diagnéstico temprano o una terapia novedosa para contrarrestar

los efectos del IAM.

VII. Objetivos

A. Objetivo General

Realizar una revision bibliografica y elaborar un trabajo monografico de
actualizacion en el que se plasme la importancia de las vesiculas extracelulares y

los microRNAs en el infarto agudo de miocardio.

B. Objetivos particulares

e Definir el infarto agudo de miocardio, las vesiculas extracelulares, los
microRNAS y sus caracteristicas.

e Determinar el papel de las vesiculas extracelulares y los microRNAs en el
desarrollo del infarto agudo de miocardio.

e Investigar el uso de las vesiculas extracelulares y los microRNAs como
biomarcadores de infarto agudo de miocardio.

e Hacer uso de herramientas electronicas para realizar figuras integrativas

gue enriquezcan este trabajo monografico de actualizacion.



VIII. Metodologia de investigacion

La revision realizada es de tipo descriptivo, se busca proporcionar una lectura util
y con conceptos actualizados; en su elaboracion se consultaron bases de datos
tales como OMICSearch, PubMed, Redalyc, SciELO, Dialnet, Quertle, Google
Scholar, etc., sobre articulos ya sea en inglés o en espafiol de 5 a 10 afios de
antigledad que brindaron informacion sobre los temas y subtemas desarrollados.
Para los conceptos generales se utilizaron escritos con una antigiiedad mayor a la
descrita y se seleccionaron solo los documentos con informacién concreta util, se
realiz6 un resumen de dichos documentos y se hizo una sintesis especifica con
relacion al tema central del trabajo. Se crearon figuras mediante la herramienta

electronica “Biorender”, para ilustrar graficamente la informacion obtenida.
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IX. Introduccion
Capitulo |

1. Infarto agudo de miocardio

El IAM es una condicidn perteneciente a un grupo de enfermedades, en donde, la
principal caracteristica definitoria es una disminucion en la perfusion sanguinea,
dicho grupo se encuentra definido como Sindrome Coronario Agudo (SCA); en
este mismo grupo se encuentran descritos los infartos agudos de miocardio con o
sin elevacion del segmento ST y la angina inestable. La terminologia de SCA fue
introducida y acufada por el cardiélogo esparfiol Valentin Fuster Carulla, con el
objetivo de designar un término para el conjunto de sintomas clinicos que fuesen

compatibles con la isquemia miocardica aguda (1, 2, 3).
1.1 Epidemiologia

Segun lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas
en inglés) en un comunicado de prensa del afio 2020 (4), las cardiopatias,
después de 20 afios, siguen siendo la primera causa de muerte en la poblacién
mundial y por otro lado los datos encontrados en su pagina web (5) dictan que en
el afo 2019 se estimaron mas de 17.9 millones de fallecimientos debidos a las
enfermedades cardiovasculares, representando el 32 % de las muertes en el
mundo, siendo el 85% de la cifra anterior atribuido a infartos y accidentes
cerebrovasculares. Se sabe también, que alrededor de 13.5 millones de los
fallecimientos tuvieron lugar en paises en vias de desarrollo y con bajos ingresos.
En México, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en un
comunicado de prensa del afio 2021, de manera preliminar, dio a conocer las
cifras de mortandad totales correspondientes al afio 2020, donde el 92.4 % de las
mismas, fue representado por enfermedades y problemas relacionados con la
salud: de ese porcentaje, el 20.2% corresponde a enfermedades del corazén,
siendo ésta la primera causa de muerte en el pais entre la poblacibn mayor a 45

afios de edad. De manera mas especifica, el 76.3% de las muertes ocasionadas
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por enfermedades cardiovasculares son causadas por enfermedades isquémicas

(6).
1.2 Fisiopatologia

La aterosclerosis es una patologia arterial, donde los principales agentes
etiopatolégicos son las células del sistema inmunoldgico, algunas proteinas y
lipidos, como las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) y las
lipoproteinas de bajo peso molecular (LDL) de manera respectiva; la aterosclerosis
es el mecanismo subyacente de IAM y otras enfermedades cardiovasculares. En

la Figura 1 se muestra el mecanismo de aterogénesis.

Lumen arterial Monocito

LDL MCP-1, o Adhesion al endotelio
IL-1B, IL-8 (VCAM-1, ICAM-1,
* o ) selectina-P)
> @ Kt '. \ Reclutamiento de
&) %, Treg, Th-1yDC

Formacién de células

Disfuncion endotelial

ROS Activacion endotelial

Extravasaci -";""A"

- 9: MMP-1,3,8y9) @ D
Modificacion SRA
(enzimatica, gllcaclé?? / LDLm O
y oxidacion) )
09 i ek
7)) 2 B F - & . o Consumo y acumulacién
@ o -F @ : M-CSF de lipidos
I. . MCP-1

Retencién en proteoglicano &9 &9

«® .
l:-‘

Tunica intima, espacio
subendotelial Macréfago activado Created in BioRender.com bio

Figura 1. Formacion de la placa aterosclerdtica. La disfuncion endotelial favorece la
internalizacion de las LDL hacia la tlnica intima arterial y quedan retenidas en proteoglicano siendo
vulnerables a modificaciones (enzimatica, glicacion y oxidacion). La LDL modificada induce la
activacion endotelial, la secrecion de moléculas quimioatrayentes y la expresion de moléculas de
adhesion; se promueve la diapédesis y la extravasacion de monocitos del lumen arterial al espacio
subendotelial. Las MMPs activan el endotelio promoviendo la secrecion de ROS, modificando las
LDL que siguen internalizandose. La presencia de M-CSF y MCP-1 inicia la diferenciacién de
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monocitos a macrofagos y la LDL modificada induce la expresion de los receptores SRA y CD36 en
los Ultimos, permitiendo el consumo y acumulacién de lipidos, convirtiéndose en células
espumosas; el endotelio activado sigue secretando moléculas quimioatrayentes que reclutan otras
células que en conjunto con las células espumosas y los lipidos forman la placa aterosclerética.
LDL: lipoproteinas de bajo peso molecular; LDLm: lipoproteinas de bajo peso molecular
modificadas; ROS: especies reactivas de oxigeno; MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1;
IL-1B: interleucina 1 beta; IL-8: interleucina 8; VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1; ICAM-1:
molécula de adhesion intercelular 1; MMP: metaloproteinasa de matriz extracelular; M-CSF: factor
estimulante de colonias de macréfagos; SRA: receptor carrofiero A; Treg: linfocito T regulador; Th-
1: linfocito T cooperador 1; DC: célula dendritica. Modificacién y traduccién de The Role of Lipids
and Lipoproteins in Atherosclerosis (21) [Imagen] y apoyado de las referencias: 22, 23. Imagen
creada en https://biorender.com/.

La progresion de la lesion aterosclerotica (Ver Figura 2) depende no solo de la
infiltracion celular sino también de la cantidad de citocinas proinflamatorias que
son secretadas por células dendriticas y células T cooperadoras (Th-1) en el
espacio subendotelial (21). Después del reclutamiento de las células del musculo
liso (SMC, por sus siglas en inglés) por parte de las células espumosas (CE) y
células endoteliales, se forma una capa fibrosa que provee proteccion anti-ruptura
a la placa aterosclerotica (21, 22), esta etapa depende de la cantidad de células T
reguladoras (Treg) y citocinas antiinflamatorias en el microambiente, al cabo de un
tiempo, la poblacién de Treg se reduce (21). Lo que desencadenaria la ruptura de

la placa y un infarto agudo de miocardio.

13



Progresion de la
lesion aterosclerética
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Figura 2. Progresién de la lesion aterosclerética. La aterogénesis inicia, cuando el endotelio
permite la permeabilizacion de LDL vy la infiltracion de monocitos hacia el espacio subendotelial
arterial, donde comienza la ingesta e internalizacién de LDL. Posterior a la ingesta, la acumulacién
de células y lipidos dan paso a la formacién del ndcleo lipidico. Las citocinas proinflamatorias
secretadas por células endoteliales y CE atraen otros tipos celulares, entre ellos, SMC, que
permiten la formacion de capas fibrosas. La ruptura de la placa aterosclerética es provocada por la
decreciente estabilidad de la misma y por el microambiente presente en el nucleo lipidico, lo que
desemboca en la formacion de un trombo y un estado anéxico. LDL: lipoproteinas de bajo peso
molecular; SMC: células del musculo liso. Imagen creada a partir de las referencias: 21,22. Imagen
creada en https://biorender.com/.

Un infarto agudo de miocardio ocurre cuando existe una reduccion en la
circulacién miocardica, lo que causa muerte celular por necrosis (7); se debe a la
formacién de un trombo rico en plaguetas en una arteria coronaria, el cual, es
resultado de la ruptura o formacion de una fisura en la placa aterosclerética, por la
sobreproduccion de citocinas proinflamatorias por parte de las células espumosas,
tales como las interleucinas IL-1B, IL-6, IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (21), la secrecion de MMPs (21, 22) y la disminucién de las citocinas
antiinflamatorias (21), lo que implica una exposicién de la sangre ante lipidos
trombogénicos, células del muasculo liso (24) y macréfagos cargados de lipidos
(células espumosas) que expresan factor tisular (TF, por sus siglas en inglés) (8,
9, 21, 22), desencadenando la activacion plaquetaria y el inicio de la cascada de

14



coagulacion por la via extrinseca (Ver Figura 3). La muerte celular por necrosis es

debida a que la demanda de oxigeno por parte de los miocitos no puede ser

atendida por la reduccion en la perfusion sanguinea (9).
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Figura 3. Ruptura de la placa aterosclerdtica, trombogénesis e inicio de IAM. La
sobreproduccién de MMPs por parte de las células espumosas y el microambiente presente en el
espacio subendotelial facilitan la ruptura de la placa aterosclerotica y sus elementos celulares,
proteicos y lipidicos entran en contacto con la sangre y sus componentes. Las SMCs y las CE que
expresan factor tisular provocan la activacion de plaquetas y de la cascada de coagulacion
desencadenando la trombogénesis y el inicio de IAM. TF: factor tisular; LDLm: lipoproteinas de
bajo peso molecular modificadas; SMC: célula del musculo liso; CE: célula espumosa; MMP:
metaloproteinasa de matriz; CC: cascada de coagulacion; VII: proconvertina; Vlla: convertina; FVa:
acelerina; Xa: factor Stuart-Prower activado; Il: protrombina; lla: trombina; I: fibrindgeno; la: fibrina;
Xllla: factor estabilizante de fibrina. Imagen creada a partir de las referencias: 8, 9, 21, 22. Imagen
creada en https://biorender.com/.

Se tiene evidencia de que existen otras situaciones esporadicas o raras no
ateroesclerdticas que pueden dar origen a un IAM como la arteritis, un
traumatismo, diseccion de arterias coronarias, tromboembolias, uso y abuso de
cocaina, complicaciones con un catéter cardiaco, hipotensién, anemia y anomalias

congeénitas (10).
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1.3 Factores de riesgo

La presentacion de un sindrome coronario agudo en la poblacién, como un 1AM,
es totalmente multifactorial y con respecto a los factores de riesgo que lo
desencadenan, actualmente podemos encontrar una clasificacion que se divide en

tres grandes categorias:
a) Factores de riesgo no modificables.
e Edad:

Se sabe que la alta probabilidad de padecer una cardiopatia isquémica gracias a
la edad, se manifiesta mediante varios factores fisioldgicos que se presentan en
una edad avanzada como: el incremento de la actividad simpética, la disminucién
de la sensibilidad de los barorreceptores, los cuales, detectan cambios en la
distension arterial y permiten corregir variaciones en la presion arterial; de igual
forma, conforme se incrementa la edad, disminuye la respuesta reguladora de los
diferentes sistemas bioldgicos y existe un incremento en la tension arterial sistolica
y diastdlica, en la rigidez arterial y otros efectos de indole metabdlico, involutivo y
apoptatico (11,12).

e Sexo:

La enfermedad arterial coronaria (CAD, por sus siglas en inglés) tiene una mayor
incidencia en los varones que en las mujeres, ya que en las ultimas, se presenta
de manera tardia gracias a mecanismos hormonales (12, 13); la incidencia de
CAD, durante los periodos fértiles es muy baja y en contraste a esto, en el periodo

de menopausia, se ha encontrado que se presenta un riesgo progresivo (11).
e Historial familiar y herencia genética:

El historial familiar, es considerado como uno de los principales factores
determinantes para padecer alguna enfermedad de indole multifactorial como las
enfermedades cardiovasculares, ya que el efecto que ejerce este factor es
independiente de los otros que se mencionan en el presente trabajo, como la
hipertension arterial (HTA), tabaquismo, diabetes mellitus y la dislipidemia. Si un
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padre después de los 45 afios 0 una madre después de los 65 afios presentan un
infarto de miocardio, es muy probable que uno de sus hijos o componentes de
generaciones futuras tengan la predisposicion a presentar un infarto prematuro (11
y 12). Con respecto al componente genético que influye en la presentacion de
enfermedades ateroscleroticas, se ha encontrado que la incidencia de dicha
patologia es debida principalmente a alteraciones en genes que tienen efectos
sobre el metabolismo de las lipoproteinas, como polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) (c*. 52 A/G y c*. 773 A/G) de la region 3’-UTR del gen del
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) encargado de mediar la
endocitosis de las lipoproteinas plasmaticas que contienen Apo-B y lipoproteinas
ricas en triglicéridos, las cuales son precursoras de las LDL; los SNP encontrados
en este gen se relacionan con un nivel menor de colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) en plasma (15), aunque también se han
descrito otras alteraciones (11), como el caso del gen modificador del
angiotensindgeno (AGT), el cual, tiene una intervencibn muy importante en el
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que participa en la homeostasis de la
presion arterial (14). SNPs en el gen del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (25) se han asociado con enfermedades ateroscleroticas coronarias,
principalmente se ha reportado que la sobreexpresion de VEGF-A (16),
desemperfia un papel importante en la formacion, progresion y la inestabilidad de
la placa aterogénica mediante mecanismos proinflamatorios y angiogénicos (16,
25). Nuevas variantes heterocigotas (g. 31806C>T, g. 31900G>C y 32241C>T) del
promotor del gen GATA4, que tiene una participacion en el desarrollo del corazén
y otros O6rganos vitales han sido reportadas; el efecto causado por estas variantes
se ve reflejado en un incremento de la actividad transcripcional del promotor de
GATA4 y por ende, en la elevacion de los niveles de la proteina. Cuando GATA4,
en conjunto con otros factores, activa la expresion del gen de endotelina-1
especifico del endotelio, se genera un dafio y causa disfuncién endotelial e
inflamacion, elementos que participan en la formacion de la placa aterosclerética
(26). Ademas se ha observado que una deleciéon (g. 106326168 _70delTCT) en el
promotor del gen de la proteina relacionada con autofagia 5 (ATG5), la cual es

parte importante del complejo ATG16L, que participa en la formacion del
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autofagosoma dentro del proceso de homeostasis celular, provoca la disminucién
en la actividad transcripcional, modificando asi los niveles de ATG5 vy

contribuyendo al desarrollo de IAM (27).
b) Factores de riesgo modificables.
e Actividad fisica y sedentarismo:

La inactividad fisica y el sedentarismo son factores que contribuyen con una tasa
muy alta en la presentacion de una enfermedad coronaria, ya que a éstos se le
suman factores como padecer de sobrepeso u obesidad, HTA, diabetes mellitus y
baja concentracion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (11). En la actualidad,
las conductas sedentarias que reducen una demanda en el gasto energético
biolégico, se manifiestan en mayor medida, siendo nuestro entorno y realidad,
tanto fisica como social, los causantes, ya que los cambios se han presentado
principalmente en la forma en la que nos movemos, comunicamos 0 entretenemos
por la creciente evolucion en el transporte, las formas de trabajo y las tecnologias
de ocio y comunicacion (11). Por las razones descritas con anterioridad, es de
mera importancia realizar actividad fisica, ya que se ha demostrado que la
actividad fisica contribuye entre 20 a 30% en la disminucion de riesgo de infarto y
existen estudios que demuestran que realizar diferentes tipos de actividad fisica

pueden contribuir con efectos cardioprotectores (12).
e Obesidad y sobrepeso:

La obesidad y el sobrepeso son considerados como los factores de riesgo de mas
alta prevalencia en la poblacion mundial, ya que estan directamente relacionados
con la posibilidad de padecer una enfermedad cardiovascular (11, 12). El
sobrepeso y la obesidad pueden causar aterosclerosis mediante mecanismos bien

descritos como la dislipidemia, la hipertension y el desarrollo de diabetes.

Actualmente se conocen otros factores que contribuyen de manera directa en la
patogénesis de la aterosclerosis como la formacion de los depdsitos de grasa en

areas con conexion directa al sistema cardiovascular, la inflamacién subclinica, la
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activacion neurohormonal con aumento de actividad simpdética, altas

concentraciones de leptina e insulina y la apnea obstructiva del suefio (11).
e Dislipidemia:

La dislipidemia, esta definida como la elevacion en la concentracion lipidica en
sangre y la variabilidad de lipidos esta determinada por factores ambientales,
como la dieta o factores enddgenos que actian principalmente en el metabolismo
de dichas moléculas. Niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad y
triglicéridos son los principales factores de riesgo para la presentacion de un
infarto agudo de miocardio y a éstos, se suma la posibilidad de presentar niveles
muy bajos de lipoproteinas de alta densidad, lo que propiciaria la formacién de un
ateroma (11, 12).

e Diabetes mellitus:

La diabetes es una condicion crénica, subdividida en varios tipos de afecciones,
destacando la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, que cuentan con caracteristicas
Unicas, pero de manera general, en las dos existe la presencia de un estado
hiperglucémico, lo que provoca un aumento en la produccién de lipidos y en el
caso de la diabetes tipo 2, al inicio de la condicién, hay sobreproduccion de
insulina, lo que induce un aumento en la produccion de triglicéridos y lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL); otra caracteristica del trastorno, es la acumulacién
de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) en las paredes
arteriales, el cual, se glicosila y oxida, propiciando asi, la formacién de una placa
aterosclerotica y el aumento en el riesgo de ruptura, lo que derivaria en la oclusion
de una arteria y la presentacion de un IAM (11). Se sabe que los pacientes que
padecen diabetes presentan una mayor vulnerabilidad ante la posible ruptura de la
placa aterosclerética en comparacion de los pacientes que no presentan la
condicion; por otra parte, al presentar diabetes mellitus tipo 1 o 2, los efectos
cardioprotectores en la mujer mencionados en el apartado del sexo, se pierden
(12).
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e Tabaquismo:

Junto con la obesidad y el sobrepeso, el tabaquismo cuenta con un indice elevado
de prevalencia en el mundo y representa el mayor factor de riesgo para infarto
agudo de miocardio, aterosclerosis prematura, accidentes cerebrovasculares,
insuficiencia renal y muerte cardiaca subita (12, 18); en relacion a los no
fumadores, los fumadores pueden presentar un evento coronario de manera
anticipada, aproximadamente, 10 afios antes. En el tabaco, se tienen identificadas
dos principales sustancias ligadas con el desarrollo de SCA, el monoxido de
carbono (CO) y la nicotina (C10H14N>), las cuales actian sobre el sistema nervioso
auténomo, propiciando la liberacion de catecolaminas, la agregacion plaguetaria,
alteracion en el metabolismo lipidico, con el incremento de LDL sérico y
triglicéridos, promoviendo un dafio oxidativo al LDL mediante radicales libres y su
posterior acumulacién en las paredes arteriales. La nicotina, actia sobre el
sistema nervioso simpatico, mediante la liberacion de dopamina (17),
incrementando la presion y frecuencia cardiaca, este aumento desemboca en una
mayor demanda de oxigeno por parte de los miocitos y otras células y en conjunto
con algun otro factor de riesgo esto derivaria con una muy alta probabilidad en un
IAM (11 y 12). Algunas investigaciones refieren que el fumar contribuye a la
inflamacion vascular caracteristica de la aterosclerosis, ya que se han encontrado

concentraciones séricas elevadas de proteina C reactiva (12).
e Hipertension:

La hipertension, ya sea sistolica o diastolica, se considera un factor de riesgo muy
alto de infarto, ya que puede acelerar la progresién de la aterosclerosis mediante
el incremento en la tension tangencial en las placas de ateroma, lo que provocaria
su ruptura, y la disminucion de la perfusién sanguinea tendria efectos negativos en

la funcién miocardica (11 y 12).
e Consumo de alcohol:

El consumo de alcohol, esta catalogado como un factor de riesgo alto de infarto;

sin embargo existe una propuesta, que indica que el consumir alcohol de manera
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moderada provee de un efecto cardioprotector o un bajo riesgo de sufrir un evento
cardiovascular (11, 12). Los mecanismos por los cuales dichos efectos se pueden
explicar, son la reduccion de fibrindbgeno, el incremento de HDL, apo-Al y la
adiponectina (11, 12), la cual estimula la oxidacion de los acidos grasos, reduce la
concentracion de triglicéridos y cuenta con propiedades antiapoptéticas (19);
también se habla de un aumento en la cantidad de prostaciclina, lo que propiciaria
la inhibicién de la agregacion plaquetaria, evitando asi la formacion de trombos
(12). Por otro lado, el consumo excesivo de alcohol, provoca la elevacion en la
concentracion de LDL vy triglicéridos, el incremento en el ritmo cardiaco y la presién
arterial, lo que causaria aterogénesis, la ruptura de la placa y un estado andxico

provocando dafio en miocitos y el sistema cardiovascular (11, 12).
o Estrés:

El estrés crénico, el estrés psicolégico agudo, la ansiedad y el aislamiento social,
pueden aumentar el riesgo de SCA y accidente cerebrovascular. Estas
condiciones, sumadas a un estrés hemodinamico, pueden desencadenar la

ruptura de una placa y la trombogénesis (12).
e Gota:

La gota, al ser un padecimiento donde hay un estado de inflamacién cronico, éste
juega un papel importante en la iniciacion y progresion de la aterosclerosis, ya que
existe la promocién de un ambiente pro-trombético, favoreciendo asi la

presentacion de un evento isquémico (12).
c) Factores de riesgo emergentes.

Existen otros factores que predisponen a una persona a sufrir una cardiopatia
isquémica, su prevalencia es menor en comparacion con los mencionados
anteriormente; sin embargo, su importancia cada vez es mayor, por lo que son

considerados factores de riesgo emergentes.
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e Homocisteinemia:

En la homocisteinemia, los grupos sulfidrilo de la homocisteina libre, median la
formacion de radicales libres, los cuales causan un dafio tanto celular como
oxidativo a las lipoproteinas de baja densidad, lo que favoreceria su acumulacion
en la pared arterial, teniendo el mismo mecanismo presentado en el consumo

excesivo de alcohol y el tabaquismo (11).
¢ Enfermedades periodontales:

Al igual que la gota, son un grupo de enfermedades caracterizadas por la
respuesta inflamatoria, pero en este caso el agente etiopatogénico, es una o
varias bacterias (Tannerella forsythia, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphlyromonas gingivalis y Prevotella intermedia) o sus productos biologicos y el
riesgo de sufrir un evento isquémico, depende mas del alcance que tenga el

sistema inmune para contener la infeccién (12, 20).
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Capitulo Il

2. Vesiculas extracelulares

Al referirnos de manera general a las vesiculas extracelulares (EVs, por sus siglas
en inglés) hablamos de un mecanismo de comunicacion intercelular, ya que
permiten transferir informacién hacia otras células influyendo en su funcién (29-
31); cuando se descubrieron se pensoé que el Gnico proposito que tenian era fungir
como mecanismo de desecho de compuestos del metabolismo pero después de
afios de investigacion y observaciones se sabe que participan como vehiculos de
sefalizacion en procesos homeostéticos, y en el desarrollo de patologias (29), ya
que poseen la capacidad de intercambiar biomoléculas tales como lipidos
(esfingomielina y colesterol), proteinas (citosolicas o de membrana) y acidos
nucleicos (DNA y RNA) (28-31). El término de “EVS”, fue acufiado por la Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares o ISEV (91) para describir aquellas
vesiculas que se encuentran unidas a la membrana lipidica, que son secretadas
de manera conservada hacia el espacio extracelular y se tiene evidencia que
dichos cuerpos son liberados por organismos procariotas, eucariotas superiores y
plantas (29, 31).

2.1 Clasificacion

Existen tres tipos de estructuras catalogadas como vesiculas extracelulares:
exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoéticos, las cuales cuentan con
caracteristicas propias y son clasificadas principalmente por el mecanismo de
biogénesis que poseen, aunque también son clasificadas dependiendo de su
tamafio, origen celular y funcién biolégica (28, 29); a continuacién, abordaremos

dichas estructuras:
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2.1.1 Exosomas

Los exosomas son cuerpos de 30 a 150 nm, compuestos por una sola membrana
externa y son derivados del sistema endolisosomico (28, 29). Debido al
mecanismo de biogénesis también son conocidos como vesiculas intraluminales
(ILVs, por sus siglas en inglés) (28, 29). La primera vez que se observd un
exosoma, fue durante su liberacion al espacio extracelular por parte de un
reticulocito que se estaba diferenciando a un eritrocito maduro (29, 30, 32); en la
actualidad se tiene registro que los exosomas son estructuras que estan presentes
en células tales como linfocitos B, células dendriticas, linfocitos T citotoxicos,
plaguetas, mastocitos, neuronas, oligodendrocitos, células de Schwann y células

epiteliales intestinales (29, 30).

El origen de los exosomas da comienzo con la formacion de un endosoma
temprano (28, 30, 32), mediante la gemacion interna de la membrana plasmatica;
el endosoma temprano madura hasta un endosoma tardio (32), donde se lleva a
cabo una serie de gemaciones en el lumen endosomal, gracias a la limitacion
espacial por tetraspaninas, lo que convierte al endosoma tardio en un cuerpo
multivesicular (MVB, por sus siglas en inglés) durante el proceso (28-32). En la
Figura 4 se muestra el mecanismo biogénico descrito. Los MVBs son enviados al
lisosoma para su degradacion o su fusién con la membrana plasmatica (28, 32),
esto depende del contenido de los mismos, ya que, si el contenido es destinado
para degradacién, éste se fusionara con el lisosoma y en el caso contrario, se
llevar4 a cabo la fusibn con la membrana, con el fin de liberar su contenido,
incluyendo a los exosomas hacia el espacio extracelular (28, 32), mediante
SNARES. La regulacion del proceso biogénico y liberacion esta dirigida por un
complejo proteico llamado complejo de clasificacion endosomal necesario para el
transporte o ESCRT (por sus siglas en inglés) (28-32), que cuenta con 4 proteinas
principales (-0, -I, -ll, y —lIll) y proteinas accesorias como ALIX y VPS4 (29, 30);
actualmente se conocen 2 vias para la formacion de los exosomas, la via ESCRT
dependiente y la via ESCRT independiente (29, 30).
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Figura 4. Biogénesis de exosomas. El proceso comienza con la formacion de un endosoma
temprano, que madura hasta un endosoma tardio, donde las tetraspaninas limitan el espacio en la
membrana plasmatica endosomal y se originan las vesiculas intraluminales (ILVSs). El complejo
ESCRT-IIl junto a su proteina accesoria, ALIX, se encargan de la liberacion de las ILVs dentro del
endosoma, sin importar la via de biogénesis seguida. El endosoma tardio madura hasta ser un
MVB, que se fusiona con la membrana plasmatica de la célula y libera a las vesiculas
intraluminales (exosomas) hacia el espacio extracelular. MVB: cuerpo multivesicular; ESCRT-III:
complejo de clasificacibn endosomal necesario para el transporte Ill; ALIX: proteina X que
interacta con manosiltranferasa ALG-2. Imagen creada a partir de las referencias: 28-32. Imagen
creada en https://biorender.com/.

Ahora bien, la biogénesis de los exosomas puede ser usada como base para
entender su composicion; al ser cuerpos derivados del sistema endolisosémico
(28, 29), contienen proteinas y otras biomoléculas asociadas al endosoma o el
MVB. Al originarse dentro del endosoma tardio, cuentan con una alta composicion
de glicoproteinas (28) y lipidos (30). En la Tabla 1 se presenta su composicion

membranal.
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Tabla 1. Composicién de la membrana exosémica.

Componente Biomolécula Referencia

Organizadores membranales  Tetraspaninas (CD9, CD81, 28 - 31
CD63, CD151, CD53, TSPANS,
TSPANS), Flotilina 1 y 2.

Lipidos Colesterol, fosfatidilserina, 29-31
fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina,
esfingomielina,

hexosilceramidas, LBPA.

Moléculas de adhesion Integrinas, lactoadherina, ICAM. 29, 31
Trafico intracelular RAB, GTPasas, anexinas 29, 30
Proteinas especificas de tipo  MHC-I y -II, APP, PMEL, TCR, 29, 31
celular FasL, CXCR4, HSP6, CD86,

PrP, TFR, WNT.

CD: cluster de diferenciacion; TSPAN: tetraspanina; LBPA: acido lisobisfosfatidico; ICAM:
moléculas de adhesion endoteliales; RAB: proteina de union asociada a Ras; MHC: complejo
mayor de histocompatibilidad; APP: proteina precursora amiloidea; PMEL: proteina de melanocitos;
TCR: receptor de linfocitos T; FasL: ligando de Fas; CXCR: receptor de quimiocinas C-X-C; HSP:
proteina de choque térmico; PrP: proteina pridnica; TFR: receptor de transferrina; WNT: proteinas
Wingless e Int.

En la Tabla 2, se presenta la composicién del lumen exosomal, donde se pueden
encontrar algunas proteinas del complejo ESCRT y sus proteinas accesorias, sin
importar qué via se haya seguido para la formacion de los exosomas y son

consideradas como marcadores proteicos para exosomas (28).
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Tabla 2. Composicién del lumen exosomal.

Componente Biomolécula Referencia

Enzimas Peroxidasas, piruvato 29
cinasa, enolasa, GAPDH.
Transduccion de sefales Protein cinasa, [B-catenina, 29, 31
proteinas 14-3-3, proteinas
G.
Factores de biogénesis ALIX, TSG101, sintenina, 28 — 31
ubiquitina, clatrina, VPS32,
VPS4, proteinas del
complejo ESCRT.
Chaperones HSP70, HSP9O0. 29
Acidos nucleicos DNA, DNAmt, DNAdSs, 29 -31
RNAm intacto y fragmentos,
RNA largo no codificante,

microRNAS, PiWiRNA,
RNAr, RNAt, RNA vault,
YRNA

GAPDH: (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; ALIX: proteina X que interactia con
manosiltranferasa ALG-2; TSG101: proteina del gen 101 de susceptibilidad tumoral; VPS: proteina
asociada a la clasificacién de proteinas vacuolares; ESCRT: complejo de clasificacion endosomal
necesario para el transporte; HSP: proteina de choque térmico; DNAmt: DNA mitocondrial; DNAdSs:
DNA de doble hebra; RNAmM: RNA mensajero; RNAr: RNA ribosomal; RNAt: RNA de transferencia;
RNA vault: RNA boéveda.

Se ha observado que los exosomas desempefian papeles biolégicos variados y se
tienen registros de su participacion en la homeostasis celular, la progresién de
tumores, maduracion de reticulocitos, estimulacion del sistema inmune mediante la
presentacion de antigenos (en su composicion se encuentra el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | y Il (29, 31)), la inhibicion o activacion de células
inmunes (un ejemplo: exosomas acarreadores de HPS70 para activar linfocitos
NK) y la capacidad de eliminar agentes bacterianos (31). En el sistema nervioso

promueven la formacion de mielina, el crecimiento de neuritas y promueven la
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supervivencia neuronal. En otros tejidos tienen un rol importante en la
regeneracion y reparacion tisular y actualmente se ha estudiado su capacidad

cardioprotectora (28, 31).
2.1.2 Microvesiculas

Las microvesiculas, son cuerpos con tamafios de 50 nm a 1 um, que al igual que
los exosomas, estan compuestas por una sola membrana externa. Cuando las
microvesiculas fueron descubiertas se les dio el nombre de polvo plaquetario, ya
gue se describieron como material subcelular de plaquetas, y ahora se sabe que
las microvesiculas son liberadas por muchas células. Un ejemplo de ello son las
células cancerosas; se ha reportado que las microvesiculas provenientes de
dichas células tienen una variacion en el tamafio comparado con microvesiculas

de células sanas (=10 pum) (29).

Las microvesiculas se forman a partir de la gemacién externa de la membrana
plasmatica (28-32) y al igual que en los exosomas, la limitacion espacial en la
membrana esta dada por tetraspaninas (29). Los datos disponibles sugieren que
existen dos vias para la formacion de las microvesiculas donde participan algunos
componentes moleculares como actina, microtubulos, miosina, SNARES, factores
de anclaje (28, 29) y reordenamientos en la membrana plasméatica, como la
redistribucién del citoesqueleto y los fosfolipidos mediante flipasas, flopasas y
escramblasas (29, 32, 34-36). El primer mecanismo (Ver Figura 5A) dicta que la
formacién de las microvesiculas se presenta en células sanas activadas y es
inducida por la translocacion de la fosfatidilserina y la esfingomielina desde la cara
interna de la membrana plasmatica hacia la cara externa de la membrana por
medio de una flipasa y la contraccion del citoesqueleto mediante el complejo
actina-miosina inducido por ARF6 (29, 32, 34, 35, 36) y para finalizar el proceso de
gemacion y liberacion de la microvesicula, la calpaina, una proteasa dependiente
de calcio, escinde el citoesqueleto (29, 34). El segundo mecanismo (Ver Figura
5B), se presenta en células con estadio apoptético temprano o células tumorales,
donde, al igual que en el primer mecanismo, la formacion de la gema se produce

por las tetraspaninas y reordenamientos en la membrana mediante las fosfolipido
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translocasas (29, 32, 34, 35, 36), y la liberacion de las microvesiculas dependera
de la proteina cinasa asociada a Rho o ROCK (por sus siglas en inglés), que
induce la contraccion del citoesqueleto mediante la actomiosina (29, 34, 36); si la
célula se encuentra en estadio oncolégico, las microvesiculas liberadas al espacio

extracelular, tendran el nombre de oncosomas.
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Figura 5. Biogénesis de microvesiculas. A) Biogénesis en células activadas. La limitacion
espacial de la membrana se da por tetraspaninas y se forma la gema a partir de una brotacion
externa en la membrana plasmatica, gracias a la flipasa y flopasa, que inducen la translocacién de
lipidos de membrana tales como fosfatidilserina y esfingomielina. Para finalizar el proceso la
proteina ARF6 induce la contraccion del citoesqueleto mediante el complejo actomiosina y la
calpaina corta el citoesqueleto para liberar a la microvesicula. B) Biogénesis en células
tumorales o en apoptosis temprana. El proceso biogénico es parecido al presentado en el punto
A, donde la limitacion espacial se da gracias a las tetraspaninas y el rearreglo fosfolipidico en la
membrana plasmatica mediante la flipasa y flopasa y la liberacién de la microvesicula es inducida
por la contraccion del citoesqueleto mediante la proteina ROCK. ARF6: Factor 6 de ADP-
ribosilacién; ROCK: proteina cinasa asociada a Rho. Imagen creada a partir de las referencias: 29,
32, 34-36. Imagen creada en https://biorender.com/.
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Segun varios autores, el numero de microvesiculas liberadas al espacio
extracelular depende del estado fisico de la célula y del microambiente presente al

gue esté sometido la célula (28).

La biogénesis de las microvesiculas, al igual que la de los exosomas, ayuda a
entender el porqué de su composicion; al provenir de la membrana plasmatica, las
microvesiculas contienen proteinas citosoélicas y asociadas a la membrana (28).
Algo que es importante destacar es la similitud en la composicion de los exosomas
y las microvesiculas, donde el proceso biogénico es el que dicta las diferencias
entre estas estructuras, ya que en el caso de las microvesiculas se identifican
proteinas provenientes del citoesqueleto (28, 29). En la Tabla 3 se presenta su

composicibn membranal y en la Tabla 4 la composicién del lumen microvesicular.

Tabla 3. Composicién de la membrana microvesicular.

Componente Biomolécula Referencia
Organizadores Tetraspaninas (CD9, CD81, 28 -31
membranales CD82).

Lipidos Fosfatidilserina, 29-31

fosfatidiletanolamina,
esfingolipidos.
Adhesion a la matriz celular Integrinas, PECAM1, 29

fibronectina.

Tréfico intracelular RAB, GTPasas, anexinas. 29, 30
Proteinas especificas de MHC-I, LFA1, CD14. 29
tipo celular

CD: cluster de diferenciacion; PECAM: molécula de adhesién de células endoteliales plaguetarias;
RAB: proteina de union asociada a Ras; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; LFA:
antigeno asociado a la funcion de linfocitos.

En las microvesiculas también se han encontrado proteinas del complejo ESCRT
y Sus proteinas accesorias, ya que algunos autores proponen que dichas

proteinas participan en la biogénesis de estos cuerpos vesiculares (29).
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Tabla 4. Composicién del lumen microvesicular.

Componente Biomolécula Referencia
Material citoplasmético TDP43, GAPDH. 29
Moléculas de senalizacion ARF6, RAB11, ROCK 29
Factores de biogénesis ALIX, TSG101, PLD, VPS4, 28 — 31

proteinas del complejo

ESCRT.
Chaperones HSP70, HSP9O0. 29
Moléculas del citoesqueleto  Actina y tubulina. 28, 29
Acidos nucleicos DNA, DNAmt, DNAdSs, 29 -31

RNAmM intacto y fragmentos,
RNA largo no codificante,

microRNAsS, PiWiRNA,
RNAr, RNAt, RNA vault,
YRNA

TDP: proteina Tar de union al DNA; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; ARFG6:
factor 6 de ADP-ribosilacion; RAB: proteina de unién asociada a Ras; ROCK: proteina quinasa
asociada a Rho; ALIX: proteina X que interactla con manosiltranferasa ALG-2; TSG101: proteina
del gen 101 de susceptibilidad tumoral; PLD: fosfolipasa D; VPS: proteina asociada a la
clasificacién de proteinas vacuolares; ESCRT: complejo de clasificacion endosomal necesario para
el transporte; HSP: proteina de choque térmico; DNAmt: DNA mitocondrial; DNAds: DNA de doble
hebra; RNAmM: RNA mensajero; RNAr: RNA ribosomal; RNAt: RNA de transferencia; RNA vault:
RNA boveda.

Un dato interesante acerca del contenido proteico de las microvesiculas es que se
tienen registros sobre su capacidad de contener una concentracién de proteinas

mayor que un lisado celular (28).

Las microvesiculas comparten algunas funciones biolégicas con los exosomas
como la comunicacion celular, mantenimiento de la homeostasis, progresion
tumoral, estimulacion inmune (mediante MHC de tipo 1), inhibicion o activacion de
células del sistema inmune y cuentan con capacidad bactericida (28, 31). Entre
otras funciones inmunes de las microvesiculas, se encuentra la promocién de
inflamacion (induccién de la secrecion de TGF- B) y fungir como antagonistas de

receptores de reconocimiento de patrones (31). Por lo anterior, y por su capacidad
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de alterar la funcidon de la célula blanco con la que entra en contacto, las
microvesiculas han despertado un gran interés alrededor del mundo ya que se
piensa que cuentan con un gran potencial terapéutico y diagnostico (28). Por otra
parte actualmente también se tiene informacion acerca de su participacion como

agentes pro-coagulantes y pro-angiogénicos en el sistema cardiovascular (31).
2.1.3 Cuerpos apoptoticos

Los cuerpos apoptoticos 0 apoptosomas, son estructuras que cuentan con un
tamafio de 50 nm a 5 um (28, 32, 33). Mientras que los exosomas y las
microvesiculas son liberados en procesos homeostaticos celulares, los
apoptosomas solo se liberan cuando una célula entra en el estadio de muerte
celular programada (32) y son las estructuras mas abundantes en comparacion

con los antes mencionados (33).

El estadio apoptético de una célula comprende varias fases, iniciando con la
condensacion del material genético, la division nuclear y aparicion de
micronucleos, la division del contenido celular hasta finalizar en la formacion de
una ampula que contiene parte del contenido celular, al que llamamos cuerpo
apoptético (28, 32, 33). De acuerdo a la informacion disponible, la contraccién del
citoesqueleto mediante el complejo actina-miosina (32) genera un incremento en
la presion hidrostatica de la célula en cuestion, lo que induce un proceso de
vesiculacion y formacién de ampollas (apoptosomas) y su posterior separacion del

citoesqueleto (28) (Ver Figura 6).
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Figura 6. Biogénesis de cuerpos apoptoéticos. La formacion de los apoptosomas inicia con una
célula en estadio de muerte, donde, después de la division del contenido celular, el complejo
actina-miosina, presente en el citoesqueleto, induce la contraccion del mismo, generando
ampollas, donde se deposita parte del contenido celular y por accién de la contraccion, también se
lleva a cabo la liberacion de estas ampollas (apoptosomas). Imagen creada a partir de las
referencias: 28, 32, 33. Imagen creada en https://biorender.com/.

La composicién de los cuerpos apoptéticos en comparaciéon a las dos vesiculas
extracelulares presentadas anteriormente es muy diferente, presentando niveles
mas altos de RNA (33), microndcleos, organelos celulares intactos, porciones
citosdlicas, restos de cromatina, proteinas glicosiladas o degradadas y proteinas
asociadas al nacleo, la mitocondria, aparato de Golgi y el reticulo endoplasmético
(28, 33).

Los apoptosomas son considerados como “sacos sellados” ya que, al contener
biomoléculas cuentan con la capacidad de entregar dichos materiales, mediante
su captacion por otras células (un ejemplo: autoantigenos) (33). Al igual que los
exosomas Yy las microvesiculas, los cuerpos apoptéticos también cuentan con la
capacidad de regular la comunicacion intercelular mediante microRNAs y el DNA

que contienen (32, 33).
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Capitulo Il

3. MicroRNAs

Los RNAs pequefios no codificantes son usados de manera conservada para
regular eventos celulares y de desarrollo en organismos eucariontes (37-41).
Existen 4 tipos de estos RNAs: RNA pequefio de interferencia (SIRNA), RNA
pequefio de interferencia asociado a repeticion (rasiRNA), RNA que interactda con
piwi (piwiRNA) y los microRNA (miRNA) (38, 39). Estos ultimos, constituyen el tipo
de RNA dominante en muchos tejidos y comprenden del 1 al 3% del genoma
humano (38, 39). A continuacion abordaremos con mas detenimiento dicha

molécula.
3.1 Definicidon

Los microRNAs son acidos nucleicos con una longitud de =22 nucleétidos y son
reguladores negativos post-traduccionales de la expresion génica (37-44). Los
microRNAs, son moléculas criticas para el correcto desarrollo humano y animal,
ya que, estan involucrados en distintos procesos homeostaticos y fisiologicos, por
lo que una expresion aberrante se puede asociar con distintas patologias (37, 40,
41, 43); al ser secretados hacia los fluidos extracelulares, actualmente se ha
reportado su potencial como biomarcadores de diagnostico del estado de salud de
los pacientes y de enfermedades (40, 42) como cancer (39, 42) o enfermedades
neurodegenerativas (39), y de procesos de diferenciacion y autorrenovacion
celular (41). Los microRNAs no sélo son reguladores de la expresion génica, sino

también funcionan como moléculas de sefializacion intercelular (40).
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3.2 Origen o formacién

El origen de los microRNAs, se encuentra en distintos genes repartidos en el
genoma humano tanto en posiciones intra como intergénicas y son resultado de
procesos evolutivos de regulacion genética (40,41), dicho de otra forma, los
microRNAs intragénicos, comunmente son procesados de regiones intrénicas y de
manera menos comun de regiones exonicas de genes que codifican para
proteinas y los microRNAs provenientes de regiones intergénicas de un gen
huésped son regulados por su propio promotor y son considerados transcritos
independientes (40, 42). EI microRNA, dentro de su estructura cuenta con una
region de 2-7 nucledtidos, llamada “region semilla” (39, 41), que es crucial para el
reconocimiento de la secuencia del RNA mensajero (mMRNA) blanco. Se ha
descrito que los microRNAs que cuentan con una region semilla similar, son
considerados una familia y pertenecen a un solo transcrito largo, llamado cluster
(37, 39, 41, 42).

Ahora bien, la biogénesis de los microRNAs es efectuada en el compartimento
nuclear y citoplasmatico de la célula (38, 40-44) y se puede llevar a cabo en dos
vias, la via candnica y la no canonica (38-41, 43, 44). La via can6nica comprende
el procesamiento del transcrito de DNA en microRNA primario (pri-miRNA),
posteriormente a microRNA precursor (pre-miRNA) hasta obtener una secuencia
de microRNA maduro (Ver Figura 7) (38-41, 43, 44). La via candnica comienza
con la transcripcion de la secuencia de DNA por parte de la RNA polimerasa I
(RNA Pol Il) en el nucleo, donde el resultado es una molécula larga de RNA
poliadenilada en el extremo 3’ y metiladenilada en el extremo 5 (N6-
metiladenosina) que cuenta ademas, con loops (horquillas) y protuberancias que
forman desajustes en la complementariedad del RNA (39-44), esta molécula es
denominada pri-miRNA. Los pri-miRNAs se procesan mediante un complejo
llamado “microprocesador” formado por la enzima RNAsa Il endoribonucleasa
nuclear de tipo Ill especifica de RNA bicatenario (RNASEN) (41) o mejor conocida
como DROSHA y su cofactor, la proteina de unién a RNA de la region critica 8 del
sindrome de DiGeorge (DGCRS8) (40-44), donde DGCRS8 reconoce los extremos
GGAC N6-metiladenilados (40) y DROSHA escinde dichos extremos, ademas
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corta el extremo poliadenilado, resaltando la formacién de un saliente de 2
nucleotidos en 3’ (40-44), dicho proceso da como resultado la formacion de pre-
mMiRNA. Una vez generado el microRNA precursor, es exportado hacia el
citoplasma mediante el complejo proteico formado por la exportina 5 y la GTPasa
Ran (XPO5/RAN-GTP) (40-44). Una vez en el citoplasma los pre-miRNAs son
procesados por la enzima RNAsa Il endoribonucleasa citoplasmatica con
actividad de corte de RNA bicatenario o DICER1 (40-44) y la proteina de unién a
RNA sensible a la transactivacion (TARBP2) o TRBP; DICER1 interactuando con
la proteina TRBP, escinde la secuencia loop terminal del microRNA precursor y
resalta salientes de 2 a 3 nucledtidos en ambos extremos 3’ de la molécula
bicatenaria de miRNA, las moléculas resultantes son llamadas miRNA duplex o
MIiRNA maduro (40-44).
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Figura 7. Biogénesis de miRNAs por la via canonica. El proceso comienza con la transcripcion
del gen que codifica para miRNA, mediante la enzima RNA Pol Il. El pri-miRNA resultante es
procesado por el complejo DROSHA/DGCRS8 para eliminar las ediciones post-transcripcionales
hasta formar el pre-miRNA. XPO5/Ran-GTP exporta el pre-miRNA del nucleo al citoplasma y es
procesado por DICER1/TARBP2, para eliminar el loop terminal y obtener un miRNA maduro. La
biogénesis culmina con la asociacion de DICER1/TARBP2 y las proteinas AGO (1-4) para formar el
complejo miRISC. El silenciamiento se da en una estructura citoplasmatica denominada cuerpo-P,
donde el complejo miRISC se asocia a GW182 para llevar a cabo el silenciamiento mediante la
degradacion del mRNA o la represién de su traduccion. RNA Pol Il: RNA polimerasa Il; DGCRS:
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proteina de unidon a RNA de la region critica 8 del sindrome de DiGeorge; DROSHA: RNAsa llI
endoribonucleasa nuclear de tipo Il especifica de RNA bicatenario; pri-miRNA: microRNA primario;
pre-miRNA: microRNA precursor; Ran-GTP: GTPasa Ran; XPO5: exportina 5; DICER1: RNAsa llI
endoribonucleasa citoplasmatica con actividad de corte de RNA bicatenario; TARBP2: proteina de
unién a RNA sensible a la transactivacion; AGO1-4: proteinas Argonautas 1-4; miRNA: microRNA;
miRISC: complejo de silenciamiento inducido por miRNA; GW182: proteina Glicina-Triptéfano de
182 kDa; mRNA: RNA mensajero. Imagen creada a partir de las referencias: 39-44. Imagen creada
en https://biorender.com/.

Por otra parte, hasta la fecha se tiene informacion sobre mdltiples vias no
canonicas, que hacen uso de las proteinas de la via candnica en diferentes
combinaciones (40, 41, 43), la informacién disponible dicta que existen vias
DROSHA/DGCR8 dependientes/DICER1 independientes, DROSHA/DGCR8
independientes/DICER1 dependientes y DROSHA/DGCRS8 independiente/DICER1
independiente (43). Al recordar que algunos miRNAs se localizan en regiones
intergénicas mientras que otros en regiones intragénicas, destacamos como
ejemplo de la via no candnica DROSHA/DGCRS8 independiente/DICER1
dependiente, la existencia de un miRNA derivado de un loci intragénico, conocido
como mirtron, el cual es capaz de generar estructuras parecidas a pre-miRNAs
candnicos mediante el uso de la maquinaria del spliceosoma (41, 43, 44). Los
mirtrones estan localizados en regiones intronicas de RNAs mensajeros y su
biogénesis es independiente del complejo DROSHA/DGCRS8 (41, 43, 44) (Ver
Figura 8). El mirtron producto de las modificaciones efectuadas por el
spliceosoma y por las enzimas desramificantes del lazo (41, 43, 44), es llamado
mirtron precursor (pre-mirtron) y es equivalente al pre-miRNA por su forma tan
particular de duplex con loops y protuberancias. Posterior a su desarrollo, al igual
que un pre-miRNA canénico, el pre-mirtron es exportado al citoplasma mediante el
complejo XPO5/RAN-GTP, para continuar con su interaccién con las proteinas
DICER1/TRBP y formar un mirtron maduro, que seria considerado un miRNA
maduro (41, 43, 44).
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Figura 8. Biogénesis de mirtrones por la via no candnica. Este proceso comienza el
procesamiento de un Pre-mRNA, que contiene en su estructura, en las regiones intrénicas, a los
mirtrones, secuencias muy parecidas al pri-miRNA de la via canonica. El mirtron es procesado
mediante el spliceosoma y las enzimas desramificantes del lazo, que escinden las
poliadenilaciones del mirtron, resultando un pre-mirtron. XPO5/Ran-GTP exporta el pre-mirtron del
nacleo al citoplasma y es procesado de la misma manera que un pre-miRNA canénico. La escision
del loop terminal es hecha por DICER1/TARBP2, al cual se asocian las proteinas AGO (1-4) para
formar el complejo miRISC. Al igual que en la via candnica, el complejo miRISC se asocia a
GW182 para llevar a cabo el silenciamiento mediante la degradacién del mRNA o la represiéon de
su traduccién. Pre-mRNA: pre-RNA mensajero; Pre-mirtron: mirtron precursor; Ran-GTP: GTPasa
Ran; XPO5: exportina 5; DICER1: RNAsa lll endoribonucleasa citoplasmatica con actividad de
corte de RNA bicatenario; TARBP2: proteina de unién a RNA sensible a la transactivacion; AGO1-
4: proteinas Argonautas 1-4; miRISC: complejo de silenciamiento inducido por miRNA; GW182:
proteina Glicina-Tript6fano de 182 kDa; mRNA: RNA mensajero. Imagen creada a partir de las
referencias: 40-44. Imagen creada en https://biorender.com/.

Para finalizar el proceso de biogénesis independientemente de la via seguida, el
mMiRNA maduro es cargado en el complejo de silenciamiento inducido por miRNA
(miRISC) (40-44), el cual estd compuesto por DICER1 y TARBP2 que en conjunto
con la familia de proteinas argonautas (AGO1-4) desenrollan las hebras del duplex
de miRNA maduro, para poder introducir solo la hebra menos estable del duplex,
llamada hebra guia (40-44) y asi inducir el silenciamiento del mRNA blanco (40-
44). El silenciamiento es efectuado cuando miRISC, junto con miembros de la
familia de proteinas GW182, al contener la hebra guia unida al extremo 3’-UTR del

RNA mensajero mediante la regidén semilla induce la desadenilacion y degradacion
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del mRNA o bloquea su traduccion a proteina (39, 40, 42, 43). El silenciamiento es
llevado a cabo en los llamados “cuerpos-P” o cuerpos de procesamiento (41, 42),
que son cuerpos formados por el proceso de degradacion, aunque no son

necesariamente requeridos para que este proceso sea llevado a cabo (42).
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Capitulo IV

4. Vesiculas extracelulares, microRNAs e infarto agudo

de miocardio

Las EVs desempefian diversas funciones, dentro de las cuales destacan la
comunicacion intercelular y la transferencia de microRNAs (29-31, 45). La
informacion disponible hasta el momento, indica que estas estructuras a lo largo
del tiempo han sido estudiadas por su rol de sefalizacion y funcibn como
vehiculos de microRNAs (28-31), y también por su posible participacion
terapéutica en 1AM (45, 54, 56), resaltando la importancia de los microRNAs que,
por su capacidad de unirse a RNA mensajero y promover su degradacion o la
inhibiciébn de su traduccion en proteinas, fueron estudiados mediante modelos
animales para ver si existia alguna funcién de cardioproteccién, reportando
resultados prometedores (45, 54, 56, 81). Por otra parte, también se tiene
informacion sobre la participacién en el agravamiento de la enfermedad por parte
de las microvesiculas TF+ (31, 36, 54) y de microRNAs como miR-124 (56, 71) y
miR-122 (56) (Ver Figura 9).
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Figura 9. Efectos bioldgicos de las EVs y los microRNAs en IAM. Esquema representativo del
proceso de interaccion de las vesiculas extracelulares (exosomas, microvesiculas o apoptosomas)
con la célula receptora mediante receptores o una internalizacién por endocitosis. Se esquematiza
de igual manera el contenido superficial y citosélico de las EVs y cudles son los efectos bioldgicos
que pueden presentarse posterior a la interaccion con las células que conforman el sistema
cardiovascular. Imagen creada a partir de las referencias: 45, 47, 56-59, 64, 72, 90. Imagen creada
en https://biorender.com/.

Las EVs al provenir de vias de biogénesis distintas, cuentan con composiciones
de membrana y lumen particulares (28-31), y actualmente se tienen registros
sobre algunas proteinas que presentan roles cardioprotectores, promueven la
proliferacion celular, mejoran la angiogénesis, reducen la apoptosis celular y
reducen el tamafio de la zona de infarto (31, 45, 54, 56, 64-67, 72, 73, 90). EIl
factor de crecimiento D derivado de plaquetas (PDGF-D) tiene como objetivo al
receptor § de PDGF (PDGFR); distintos estudios desarrollados en modelos
murinos de infarto y modelos celulares, hicieron uso de ratas Sprague-Dawley, las
cuales fueron anestesiadas con hidrato de cloral al 10%, donde se procedio con
una toracotomia para realizar un ligamiento de la arteria coronaria y evaluar su

funcién cardiaca mediante ecocardiografia; el aislamiento de las EVs se realizd
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posterior a un tratamiento de células madre mesenquimales de cordon umbilical
(huMSC) con Akt (proteina cinasa B) mediante un sistema de transfeccion; los
estudios destacaron que al activarse PDGFR[, transmite una sefial a través de la
via PI3K (fosfoinositol 3-cinasa), que desemboca en la migracion de células
endoteliales, promoviendo la angiogénesis (45, 56, 66) y mejorando la
regeneracion cardiaca (66). Se ha observado que en algunas EVs provenientes de
células progenitoras residentes en corazon, se expresa la proteina plasmatica A
asociada al embarazo, también llamada papalisina-1 (45,81), de la cual, se ha
demostrado que cuenta con una capacidad cardioprotectora y media la
angiogénesis a través de la escision de la proteina de unién al factor de
crecimiento similar a la insulina 1; éste a su vez activa al receptor del factor de
crecimiento insulinico, conduciendo a la fosforilacién y activacion de Akt, lo que
reduce la activacion de la via de caspasas, disminuyendo asi la apoptosis de
cardiomiocitos (45) y también se observa una fosforilacion y activaciéon de ERK1/2,

gue provoca la proliferacion celular y la angiogénesis (45).

Otro componente importante de la membrana de las EVs, mayormente
caracterizado en exosomas (29, 31, 91), es el receptor 4 de quimiocinas C-X-C
(CXCR4), que en modelos murinos de infarto (ratas hembra Sprague-Dawley,
anestesiadas mediante inhalacion espontanea de oxigeno e isoflurano 1-2% para
realizar una toracotomia y ligar la arteria descendente anterior izquierda), suprime
la apoptosis celular mediante la via PI3K/Akt, promoviendo la proliferacion celular,
la angiogénesis, la supervivencia celular y reduciendo el tamafio de la zona de
infarto (56, 65). También se ha encontrado que algunas EVs provenientes de
células endoteliales, expresan Jagged-1, una proteina de superficie que induce la
activacion de Notch mediante una via dependiente de HIF-1a (factor-1a inducible
por hipoxia); este mecanismo desemboca en la proliferacion de cardiomiocitos vy

angiogénesis mejoradas (56, 67).

Otra proteina expresada en las EVs provenientes de células madre
mesenquimales, es Wnt4 (proteina 4 Wingless e Int), que se ha descrito que
promueve la proliferacion y la migracion endotelial mediante la via Wnt4/(3-

Catenina (56, 64). En el caso de las proteinas que se encuentran en el lumen de
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las EVs, se necesita que éstas alcancen el citoplasma de las células aceptoras
para inducir un efecto biologico (45). Las EVs, al ser vehiculos de diferentes
biomoléculas, son capaces de transferir interleucinas; se tiene informacion sobre
la entrega de interleucina 4 y 10 a células T cooperadoras que deprimen su
actividad (56, 72), ya que las células Th-1 son agentes importantes en la
progresion de la lesion aterosclerotica (21). Ahora bien, algunas EVs expresan el
ligando 1 de muerte programada (PD-1L), que al unirse a PD-1, median la
actividad de las células T cooperadoras a través de su inmunosupresion y esto
contribuye en un retraso en la progresion de la aterosclerosis (56, 73). En
contraste, se ha demostrado que algunas EVs, pero de manera mayoritaria las
microvesiculas provenientes de plaquetas, células endoteliales y leucocitos,
expresan TF, el cual es considerado como agente pro-trombdético (31, 36, 54) y
también, mediante modelos celulares (EVs secretadas por células progenitoras de
rata), se ha reportado que algunas EVs en su lumen contienen una cinasa ligada a
integrina que activa la via de NF-kB, provocando la produccion de citocinas

proinflamatorias (45), teniendo un impacto negativo sobre el desarrollo de IAM.

Las EVs no solo cuentan con proteinas citosdlicas o superficiales que les
confieren la capacidad de incidir de manera positiva 0 negativa en el IAM, sino
también poseen ciertos microRNAs, que se han descrito con posibles capacidades
terapéuticas y otros que contribuyen a la progresion de la enfermedad (Ver Tabla
5); dos de los microRNAs mas estudiados e importantes con la mayor capacidad
cardioprotectora, son miR-210 (45, 47, 56-59, 90) y miR-21 ( miR-21a-5p) (45, 47,
49, 54), los cuales son regulados por Nanog y HIF-1a, respectivamente. Se ha
reportado que la sobreexpresion de estos dos microRNAs, reduce la muerte
celular en respuesta al estrés oxidativo, provocado por las especies reactivas de
oxigeno (47, 58) mediante la supresion de la proteina asociada a FLICE (FLASH)
y la proteina 2 asociada a la caspasa 8 (Casp8ap2); por su parte, a miR-210 se le
atribuye también, la capacidad de inducir angiogénesis (56-59, 90), mediante la
regulacion de Efna-3 (Efrina A3) y su unién con VEGF, asi como mejorar la
funcién cardiaca y reducir el tamafo de la lesion de infarto (58, 90) en modelos
animales. Otros estudios sobre miR-21a-5p, sugieren que este microRNA confiere
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cardioproteccion (54) a través de regular negativamente la expresion de PDCD4

(proteina 4 de muerte celular programada) y FasL (49), y también se ha observado

que al unirse a PTEN y a Pelil, se induce la proliferacion celular (49) mediante la

via Akt y Bcl6, respectivamente. Como tercer ejemplo relevante de microRNA con
potencial terapéutico en EVs, tenemos a miR-125b (miR-125b-5p) (56, 60, 61, 69),

el cual ha sido descrito como potencial biomarcador de 1AM (69); se ha observado

que tiene un papel en la regulacion de la autofagia al tener como objetivo la via

p53/Bnip3 (56, 61).

Tabla 5. Proteinas y microRNAs de vesiculas extracelulares con efecto biol6égico en

IAM.
Componente Blanco molecular Efecto Referencia
PDGF-D PDGFRB Induce angiogénesis y 45, 56, 66
promueve migracion
endotelial
Papalisina-1 Factor de crecimiento Induce angiogénesis, 45, 81
similar a insulina 1 promueve proliferacion
celular 'y disminuye
apoptosis
CXCR4 PI3K/Akt Induce  angiogénesis, 56, 65
promueve proliferacion y
supervivencia celular y
reduce el tamafio de la
zona de infarto
Jagged-1 Notch Promueve proliferacién 56, 67
de cardiomiocitos e
induce angiogénesis
Wnt4 Wnt4/B-Catenina Promueve proliferacion 56, 64
y migracion endotelial
IL-4 e IL-10 Células Th-1 Deprimen actividad 56, 72
inflamatoria
PD-1L Células Th-1 Media inmunosupresion 56, 73
Cinasa ligada a NF-Kb Produccion de citocinas 45

integrina

proinflamatorias
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miR-210 FLASH, Casp8ap2, Reduce apoptosis, 45, 47, 56-59, 90
Efna-3 induce angiogénesis y
reduce el tamafio de la
zona de infarto
miR-21 FLASH, Casp8ap2, Reduce apoptosis y 45,47,49, 54,91
PDCD4, FasL, PTENy promueve proliferacion
Pelil celular
miR-125b p53/Bnip3, p53/BAK1, Regulacion de 56, 60, 61, 69
BAK1/TRAF6 autofagia, promueve
proliferacion celular,
reduce la apoptosis y es
posible biomarcador
miR-302 Beclina-1, ATG5 Regulacion de autofagia 79
miR-30c y miR-30d Picalm y Skil Regulaciéon negativa de 56, 68, 69
apoptosis
miR-181b Selectina-E, VCAM-1, Regulacion de 45,51, 54
ICAM-1, NF-kB inflamacion
cardiovascular y funcién
endotelial
miR-126-3p SPRED-1 Modulacién de 53, 54
angiogénesis
miR-93-5p ATG7, TLR4 Reduccion de autofagia 56, 63
y expresion de citocinas
proinflamatorias
miR-152-3p y let-7i-5p ATG12 y FasL Reduccién de apoptosis 56, 70
de cardiomiocitos
miR-999a-3p GATA4 Mejora funcién eléctrica 45
del atrio
miR-124 STAT3 Aumenta apoptosis 56, 71
miR-122 GATA4 Aumenta apoptosis 56

PDGF-D: factor de crecimiento D derivado de plaquetas; PDGFRp: receptor B del factor de
crecimiento derivado de plaquetas; PI3K: fosfoinositol 3-cinasa; Akt: proteina cinasa B; CXCR4:
receptor 4 de quimiocinas C-X-C; Wnt4: proteina 4 Wingless e Int; IL-4,-10: interleucina 4, 10; Pd-
1L: ligando 1 de muerte programada; NF-kB: factor nuclear kB; miR: microRNA; FLASH: proteina
asociada a FLICE; Casp8ap2: proteina 2 asociada a la caspasa 8; PDCD4: proteina 4 de muerte
celular programada; PTEN: fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfato; Bnip3: proteina de
interaccion con Bcl2; BAKL: proteina 1 antagonista/asesina de Bcl2; TRAF6: factor 6 asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral alfa; ATG: proteina relacionada con la autofagia; VCAM-1.:
molécula de adhesion vascular 1; ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1; SPRED-1: proteina
1 que contiene el dominio EVH1 relacionada con Sprouty; FasL: ligando de Fas; TLR4: receptor 4
tipo Toll; STAT3: transductor de sefial y activador de transcripcién 3.
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En otros estudios, se ha estudiado su capacidad cardioprotectora (56) gracias a
gue tiene como objetivo a p53 y BAK1 (receptor de cinasa 1 asociado al receptor 1
insensible a brasinoesteroides), o que da como resultado efectos antiapoptoticos
(56, 60) y su impacto en el reparo cardiaco a través de promover la supervivencia
celular mediante la via BAK1/TRAF6 (factor 6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral alfa) que desemboca en la proliferacion celular de cardiomiocitos
(56). Otro ejemplo importante es la familia de miR-30, especificamente miR-30a
(79), miR-30c-5p (68) y miR-30d-5p (56, 69). miR-30a, se ha referido como un
importante regulador de la autofagia por su papel como regulador negativo de
Beclina-1 y de ATG5 (79) en modelos in vitro; miR-30c-5p y miR-30d-5p, por su
parte, han sido citados como importantes reguladores negativos de la apoptosis de
cardiomiocitos, al tener como objetivo a Picalm y Skil (56, 58, 69). miR-181b,
también ha demostrado un rol potencial como cardioprotector al regular la
inflamacion cardiovascular y la funcion endotelial al reducir la transcripcion de
selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1 y la atenuacion de la via NF-kB en células
endoteliales (45, 51, 54). Como modulador de angiogénesis ya sea de manera
directa o indirecta, también contamos con miR-126-3p (53, 54), ya que posee la
capacidad de modular distintos componentes angiogénicos tales como SPRED-1,
un importante elemento en la via de Ras/MAPK, que converge en la proliferacion y
diferenciacion celular (53). Otros ejemplos de microRNAs implicados en la
proteccion y reduccion de la lesién miocardica son: miR-93-5p, que se ha descrito
en EVs derivados de tejido adiposo, cuenta con el atributo de reducir la autofagia
inducida por hipoxia y la reduccion en la expresion de citocinas proinflamatorias al
tener como objetivo a ATG7 y TLR4 (56, 63), miR-152-3p que junto a let-7i-5p, se
encuentran profundamente involucrados en la reduccion de la muerte celular de
cardiomiocitos inducida por hipoxia, al tener como objetivo a ATG12 y FasL (56,
70) y miR-999a-3p, que de acuerdo a algunos estudios, ha demostrado mejorar la
funcion eléctrica del atrio al regular la acetilacion de union a GATA4 (45). Las EVs
no solo cuentan con microRNAs con capacidades benéficas, como se menciono al
inicio del capitulo, también hay algunos microRNAs que participan en el

agravamiento de la enfermedad tales como miR-124 y miR-122, que son
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considerados como agentes pro-apoptoticos al activar la via de STAT3 y al inhibir
a GATA4, de manera respectiva (56, 71).

Ahora bien, de manera mas especifica, el rol cardioprotector de los exosomas,
segun distintas investigaciones, es debido a su carga proteica y de microRNAs
(45, 75, 76, 81). De manera general, a estas estructuras se les atribuyen efectos
positivos en la proliferacion celular, la reduccién de la fibrosis cardiaca y la
supresion de la apoptosis (74, 77, 78, 80, 81) (Ver Tabla 6). Segun la informacién
disponible, se observé que los exosomas conferian cardioproteccidon mediante
efectos pro-supervivencia celular de cardiomiocitos, a través de la proteina
HSP70, al tener interaccion con TLR4, que a su vez lideraba la activacion de la via
de ERK1/2 y p38MAPK (77, 80, 81). Otros estudios realizados de igual manera en
modelos in vitro con células animales (miocitos ventriculares de rata neonatal), con
el uso de exosomas derivados de células Al procedentes de un miembro posterior
de tritobn del este americano (Notophthalmus viridescens), concluyeron que
conferian proteccién contra la apoptosis celular mediante la activacién de Akt (78).
Asimismo, el cargamento de microRNAs que presentan los exosomas, es
importante ya que los datos sugieren un relevante papel de estos microRNAs en la
interrupcion de vias pro-inflamatorias y pro-fibréticas (75, 76). Entre los miRNAs
mas destacados encontramos a miR-19a-3p, que regula de manera negativa a
TSP-1 (trombospodina 1), que es un importante inhibidor de angiogénesis; regula
de manera positiva a VEGFR2 y la via PIKE/Akt para promover la proliferacion
celular (45, 46); otro ejemplo es miR-24, que disminuye los niveles de caspasa 3 al
regular a la baja la proteina Bim, lo que se traduce en una reduccidon en la
apoptosis (45, 48, 81). miR-294, actiua mediante la via de Akt y juega un papel
importante en la modulacién de la reprogramacién, proliferaciéon y supervivencia
celular, algunos autores refieren que supone una gran aportacion en la reparacion
post-IAM (45, 52); miR-29, el cual regula negativamente la fibrosis, es decir, regula
a la baja al factor transformante de crecimiento B (TGF-B), colagena tipo |
(COL1A) y colagena tipo Il (COL3A) (45, 75); miR-25-3p, del que se han descrito
tres mecanismos, el primero involucra la regulacion positiva de PTEN para inducir

la proliferacion celular, el segundo es la regulacion a la baja de FasL, lo que inhibe
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la apoptosis, y el ultimo donde se regula a EZH2 (potenciador de la subunidad del
complejo represivo 2 Polycomb Zeste 2) para inhibir el proceso inflamatorio
dependiente de eNOS y SOCS3 (55). Otro microRNA con potencial pro-
angiogénico es miR-125a, al tener como objetivo a DLL4, que es el ligando de
Notch (62). Otros microRNAs de exosomas a los que se les atribuye un rol
cardioprotector son miR-146, miR-143 y miR-122, de los cuales estos dos ultimos,
se ha descrito que incrementan la proliferacion, migracién celular y promueven la

angiogénesis (45, 50).

Tabla 6. Proteinas y microRNAs de exosomas con efecto biolégico en IAM.

Componente Blanco molecular Efecto Referencia
HSP70 TLR4 Promueve supervivencia 77, 80, 81
de cardiomiocitos
miR-19a-3p TSP-1, VEGFR2, Induce angiogénesis, 45, 46
PIKE/AKt promueve proliferacion
celular
miR-24 Bim Reduce apoptosis 45, 48, 81
miR-294 Akt Modulacién de 45, 52
reprogramacion,
proliferacion y
supervivencia celular
miR-29 TGF-B, COL1A, COL3A Regula negativamente 45, 75
la fibrosis
miR-25-3p PTEN, FasL, EZH2 Promueve proliferacion 55
celular, reduce
apoptosis y reduce el
proceso inflamatorio
miR-125a DLL4 Induce angiogénesis 62

HSP70: proteina de choque térmico 70; TLR4: receptor 4 tipo Toll; miR: microRNA; TSP-1:
trombospodina 1; VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular; PIKE:
potenciador de fosfoinositol 3-cinasa; Akt: proteina cinasa B; Bim: proteina 11 similar a Bcl2; TGF-
B: factor transformante de crecimiento beta; COL1A: colagena tipo |; COL3A: colagena tipo llI;
PTEN: fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfato; FasL: ligando de Fas; EZH2: potenciador de la
subunidad del complejo represivo 2 Polycomb Zeste 2; DLL4: ligando candnico 4 de Notch similar a
Delta.
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En el caso particular de las microvesiculas, la informacion disponible indica que
estas estructuras cuentan con peculiaridades, ya que su funcidon bioldgica
depende de qué tipo celular provengan (54) (Ver Figura 10), pero en general son
consideradas como patrticipes clave en los procesos de inflamacién, formacion de
la placa aterosclerética y su subsecuente ruptura (54, 81-86) (Ver Tabla 7).
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Figura 10. Potencial pro-coagulante y proinflamatorio de las microvesiculas. Esquema
representativo del mecanismo pro-coagulante y proinflamatorio que desencadenan las
microvesiculas liberadas por células activadas (plaquetas, macréfagos y células endoteliales) al
interactuar con sus blancos celulares y moleculares. Se esquematiza de igual manera algunas
proteinas y microRNAs mas importantes que componen a las microvesiculas de cada tipo celular
mencionado. Imagen creada a partir de las referencias: 31, 36, 54, 82, 85, 86. Imagen creada en

https://biorender.com/.

Dano a cardiomiocitos
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Tabla 7. Proteinas y microRNAs de microvesiculas con efecto biolégico en IAM.

Componente Blanco molecular Efecto Referencia
TF Cascada de coagulacion Promueve la formacion 31, 36, 54, 82, 85,
de un coagulo. 86
LOX1| NF-kB Liberacion de citocinas 54
proinflamatorias
miR-155 VCAM-1, ICAM-1 Activacion endotelial 54, 85
miR-221 GATA4 Induccion de 81

angiogénesis
miR-92a AUn no descrito Posible biomarcador 84

TF: factor tisular; LOX1: receptor 1 de lipoproteinas de baja densidad oxidadas similares a lectinas;
NF-kB: factor nuclear kB; miR: microRNA; VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1; ICAM-1:
molécula de adhesién intercelular 1.

Las microvesiculas derivadas de plaquetas, corresponden aproximadamente de
70 a 90% de todas las microvesiculas en circulacion (54). Su liberacion es
inducida por la coagulacién, la agregacion plaquetaria, por mediadores
proinflamatorios (tales como complemento, ligando soluble de CDA40,
lipopolisacéarido y citocinas), las fuerzas de rozamiento y la hipoxia (54). Se ha
observado que las microvesiculas provenientes de plaquetas cuentan con una
capacidad pro-coagulante mayor que las plaquetas activadas (54, 82, 85), esta
capacidad es debida a la presencia de una mayor densidad superficial de -
integrinas y selectina-P, asi como la presencia de fosfolipidos aniénicos y una
expresion importante de TF (54, 82, 85, 86). Se ha reportado que el niumero de
microvesiculas de plaquetas esté relacionado con el tamafio del dafio en IAM (83),
por lo que muchos autores sugieren que tienen un potencial muy alto como
biomarcadores de esta enfermedad. Ahora bien, las microvesiculas leucocitarias,
son el segundo subconjunto mas trombogénico después de las microvesiculas
plaguetarias (54). La liberacion de las microvesiculas derivadas de leucocitos es
inducida por hipoxia, estados pro-inflamatorios y respuestas inmunes (54). Estas
microvesiculas participan en la amplificacidon de la respuesta inflamatoria mediante
la transferencia de patrones moleculares asociados a dafio tales como LOX1

(receptor 1 de lipoproteinas de baja densidad oxidadas similares a lectinas), que

50



genera la activacion del complejo NF-kB, para la liberacion de citocinas
proinflamatorias: 1L-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a. Las MVs leucocitarias también son
capaces de inducir la activacion de vias clasicas del complemento y pueden
activar células endoteliales mediante la transferencia de miR-155 a dichas células,
lo que deriva en la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales,
asi como VCAM-1 e ICAM-1 (54, 85). Por otra parte, tenemos a las microvesiculas
endoteliales, que al igual que las anteriores, son participes en la actividad
proinflamatoria y trombdética, y también juegan un rol importante en la regulacion
vascular (54, 82, 85), y su posible rol como biomarcador también ha sido descrito
(84). La regulacion vascular es mediada por su carga de microRNAs, contando
con moduladores de la senescencia celular (miR-217), reguladores de la
inflamacion y la funcion endotelial (miR-146a) (54), y mediadores de la
angiogénesis (miR-221) con un mecanismo dependiente de GATA4 (81). Su
actividad pro-inflamatoria se debe a la expresién de TF (54, 85) y a microRNAs,
especialmente la expresion de miR-92a, que segun los resultados de una
investigacion reciente podria estar relacionado con el dafio a cardiomiocitos y es
considerado un posible biomarcador (84). Para el estudio de las funciones que
cumplen las microvesiculas derivadas de plaguetas, monocitos, leucocitos vy
células endoteliales, se han disefiado experimentos donde se toman muestras
sanguineas de pacientes que han presentado un episodio cardiovascular o que
cuentan con distintos factores de riesgo asociados a IAM, de las cuales se aislan
microvesiculas-TF positivas o microvesiculas-CD dependientes del tipo celular que
es requerido, las cuales se caracterizan mediante citometria de flujo utilizando un
marcaje con anticuerpos anti-anexina V y anti CD, conjugados con isotiocianato de

fluoresceinay ficoeritrina (82, 85).
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X. Discusioén

Después de afios de investigacion, se ha observado que el IAM es una
enfermedad de indole multifactorial que se ve influenciada por distintos tipos
celulares, entre los que se incluyen células del sistema inmune, plaquetas,
fibroblastos, células del musculo liso, células endoteliales y los cardiomiocitos (91),
pero hasta hace unos afios que fueron descritas las vesiculas extracelulares se
pudo dilucidar que dichas estructuras son agentes etioldgicos importantes en el
desarrollo de IAM tanto por su contenido lipidico y proteico como de acidos
nucleicos, los cuales, mediante distintas aportaciones por diversos investigadores,
se ha descrito que de alguna manera participan en el desarrollo de un infarto y la

placa ateroscleroética (28-31, 91).

Debido a que las vesiculas extracelulares y los microRNAs se encuentran en
diversos fluidos del cuerpo, se ha propuesto su uso como biomarcadores de
diagnéstico temprano (108), ya que muchos de los biomarcadores cardiacos con
los que se cuenta actualmente en la practica clinica no son especificos del IAM y
su presencia se ve reflejada horas después de que ocurridé el evento cardiaco;
ejemplo de esto son dos de los biomarcadores usados con mayor frecuencia para
diagnosticar dafios al miocardio: la Troponina | y T, donde su liberacion ocurre en
un intervalo de 6 a 12 h posterior al infarto (105). Ademas, la Troponina | no es
especifica para el dafio cardiaco, ya que se ha observado que los niveles de dicha
subunidad se elevan también por la cardiotoxicidad debida a quimioterapias, falla
renal cronica, embolias pulmonares y operaciones no nhecesariamente de
miocardio (93). Otro ejemplo es la creatinin cinasa (CK), una enzima dimérica que
consiste en dos subunidades, M y B, y que cuenta con 3 isoenzimas, siendo CK-
MB la mas importante, ya que esta, al ser la Unica isoenzima que se encuentra en
gran cantidad en el tejido cardiaco, es la que brinda informacion del dafio al
miocardio, aunque eso no significa que no se encuentre en otros tejidos, ya que
también se puede encontrar en musculo esquelético, intestino, lengua y la prostata
(107). A pesar de su importancia, se ha observado que su especificidad se ve
comprometida por la interferencia catalitica por macrocinasas o0 cinasas
inespecificas, que pueden provocar un falso aumento en su actividad catalitica y
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derivar en valores compatibles con un dafio al miocardio (110). Aunado a lo
anterior, aun cuando la CK tiene un incremento en su concentracion de 4 a 9 h
después de un IAM, se ha observado que existen otras condiciones que también
desembocan en un aumento en la concentracion de esta enzima, como la embolia
pulmonar, farmacos como la aspirina, hipotiroidismo, falla renal crénica, trauma
muscular, sindrome de Reye, alcoholismo, convulsiones, inyecciones
intramusculares, ejercicio fisico extremo, miopatias genéticas o secundarias, etc.
lo que causa en algunas ocasiones que de igual manera se den falsos positivos en

cuanto a un diagndstico de dafio cardiaco (107, 110).

Existen estudios que han reportado que algunos microRNAs como miR-1, 133a/b,
208a y 499, los cuales participan en la regulacion de la funcién y el desarrollo de
los cardiomiocitos, presentan niveles incrementados dentro de un intervalo de 1 a
24 h después de un infarto, con un pico maximo de 3 a 6 h posteriores a este
evento (93, 106). También se ha observado que, de manera especifica, miR-208a
es indetectable en pacientes saludables, mientras que en pacientes que
presentaron un infarto, se detectdé 4 h después del dolor de pecho (95). Por otra
parte, se tienen datos sobre 3 microRNAs (miR- 192, -194 y -34a), provenientes
de exosomas aislados a partir del suero, que se encontraban sobreexpresados en
pacientes que sufrieron 1AM, y que en una ventana de 12 meses comenzaron a

experimentar sintomas de insuficiencia cardiaca (95).

Por otra parte, no solo los microRNAs podrian fungir como biomarcadores, sino de
igual forma se podria hacer uso del cargamento proteico y lipidico con el que
cuentan las vesiculas extracelulares, por ejemplo, en el caso de la enfermedad
arterial coronaria (la antesala a un infarto), se han identificado altos titulos de
microvesiculas y posiblemente apoptosomas que expresan anexina V y
fosfatidilserina (29-31), lo que se ha identificado como un posible predictor de
riesgo para padecer un evento cardiaco fatal (93). Cabe recalcar que una de las
caracteristicas mas importantes del IAM es la fase de la ruptura de la placa y el
proceso de trombogénesis en donde las microvesiculas liberadas por las
plaquetas activadas juegan un papel muy importante, siendo estas las que

provocan mayoritariamente la formacion del trombo por la expresién de TF en su
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estructura superficial y esto ha sido objeto de estudio, dando como resultado, en
principio que la cantidad de microvesiculas derivadas de plaquetas esta
relacionado con el tamafio del dafio en IAM (83), lo que da fuerza a lo
anteriormente descrito acerca del posible uso de las vesiculas extracelulares como

biomarcadores.

AUn se necesita trabajar en mejorar los limites de deteccion, para poder asegurar
la prognosis de un evento cardiaco; de igual forma se debe trabajar en normalizar
la manera en la que se aislan las vesiculas extracelulares y los microRNAs,
teniendo que definir cual o cuales son las técnicas de eleccion para su deteccion y
aislamiento. En la actualidad contamos con métodos que facilitan la
caracterizacion y aislamiento de EVs, lo que ha brindado informacion acerca de su
tamafo, concentracién, marcadores proteicos, concentracion de proteinas y otros

componentes (96) (Ver Tabla 8).

De igual manera, para la deteccién de los microRNAs se cuenta con técnicas
como la PCR de punto final, como parte de la secuenciacion Sanger para conocer
la secuencia y la gRT-PCR para cuantificar los acidos nucleicos presentes en las
vesiculas extracelulares (90, 94, 109), y técnicas de deteccidén de proteinas como

el Western blot.

Tabla 8. Métodos de aislamiento y caracterizacion de microvesiculas.

Método Descripcion

Aislamiento basado en la ultra centrifugacion Se usan ciclos de 120, 000 g a 4° C, con los
cuales se separan los componentes por su
volumen y sus propiedades fisicas (gradiente
de densidad, coeficiente de sedimentacion),
obteniendo buenos concentrados de EVs.

Aislamiento basado en el tamafio Se hace uso de dos técnicas, la primera es la
técnica de ultrafiltracién, mediante membranas
con diametros de poro de 0.1 a 0.45 um vy la
segunda mediante cromatografia por exclusion
de tamafio, obteniéndose preparaciones de alta

pureza.
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Aislamiento mediante precipitacion Se tiene como objetivo formar agregados
mediante el uso de polimeros o lectinas, los
cuales son sometidos posteriormente a un ciclo
de centrifugacion con baja velocidad.

Aislamiento basado en la captura por Hace uso de perlas magnéticas recubiertas por
inmunoafinidad anticuerpos de tamafio submicrénico,
especificos para marcadores de membrana de

las vesiculas extracelulares.

Andlisis de seguimiento de nanoparticulas Hace uso de microscopia de dispersion con luz
laser y una camara, lo que permite Ila
visualizacion y registro de parametros como
concentracion y tamafio de las vesiculas
extracelulares.

Microscopia de transmision electronica (TEM)  Brinda informacion acerca de las proteinas
superficiales con las que cuentan las vesiculas
extracelulares, haciendo uso de un marcaje con
inmuno-oro.

Espectroscopia de Raman Hace uso de una fuente de Iluz de alta
intensidad que es dispersada por las moléculas
de las vesiculas extracelulares, lo que provoca
una frecuencia y una intensidad distinta en la
muestra, revelando la cantidad de EVs y las

proteinas de su estructura.

Se presentan las técnicas de aislamiento y caracterizacién de vesiculas extracelulares mas usadas
a nivel de investigacion y una descripcion de manera general sobre el principio de estas; su
contenido esta basado en la referencia 96.

A comparacion de las demas técnicas descritas en la Tabla 8, el aislamiento
mediante precipitacion podria ser una técnica para diagnéstico de dafio cardiaco,
por su facil uso, sus pocos requerimientos en cuanto a equipo especial, su
capacidad de brindar preparaciones de alta pureza y su posible escalamiento a
procesos industriales para purificacion de vesiculas extracelulares para la creacion
de terapias (96, 98). Lo anterior no solo tiene justificacion en cuanto a la parte
técnica sino también econdémica, puesto que su bajo costo lo hace mas atractivo

en comparaciéon a kits comerciales o aquellas metodologias que conllevan el uso
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de equipo especial, que representa un costo extra, el cual, al menos en muchos

paises que no cuentan con una buena economia, seria imposible solventar.

Otro de los puntos importantes por los cuales las vesiculas extracelulares y los
microRNAs han despertado interés en algunos investigadores, es por la
posibilidad de usar dichas estructuras como parte de una terapia para
contrarrestar los efectos causados por el IAM (45, 54, 56). De manera mas
especifica, el interés recae en su capacidad para transferir informacion hacia otras
células influyendo asi en su funcién (29-31); entre dicha informacion o material de
interés con posibles usos terapéuticos encontramos la carga citosodlica de las EVs,
como su contenido proteico y de &cidos nucleicos, los cuales gracias a la
membrana de bicapa lipidica, se encuentran protegidos de la degradacién por
enzimas en los biofluidos (98). Entre las propiedades mas importantes o cruciales
gue se han sugerido en la terapia regenerativa, las cuales fueron mencionadas en
el Capitulo IV, se encuentra la capacidad antiinflamatoria, la angiogénesis, la

proliferacion celular, la reduccion de la zona de infarto, la migracion endotelial, etc.

Una de las tantas evidencias con las que se cuenta para abordar la sugerencia de
usar a los microRNAs y a las vesiculas extracelulares como parte de una terapia,
es la existencia de una lesién, conocida como lesion letal por reperfusion (103),
que se caracteriza por una acumulacién de calcio intracelular, liberacion de
especies reactivas de oxigeno, y alteracion en el metabolismo celular debido a una
disminucién en el pH en la zona de isquemia (104), la cual aparece después de
una intervencion quirdrgica que tiene como objetivo tratar el miocardio tras un
infarto para evitar dafios al mismo. Aunque se ha descrito que dicha lesién no
ocurre con frecuencia, su aparicion si es probable, por lo que se necesitan terapias
alternativas que sean menos invasivas y mas seguras; es aqui donde podrian
tener un papel importante las vesiculas extracelulares y los microRNAs, los
cuales, gracias a diversos experimentos han demostrado ser una posible opcién
como terapia, ya sea de manera individual como de manera conjunta. En el afo
2023, Shao y colaboradores (94) reportaron que mediante un mecanismo de
hipoxia inducida a un cultivo de huMSC, lograron obtener vesiculas extracelulares

gue contaban con miR-214, el cual a pesar de no presentar una gran expresion
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dentro de dichas estructuras, logré tener un papel relevante en el incremento de la
angiogénesis y la disminucion de la remodelacién ventricular, teniendo como
blanco molecular a SUFU (supresor de homologo fusionado), el cual es un
importante regulador negativo de la via de sefializacion Sonic Hedgehog (SHH),
donde este al ser regulado negativamente por miR-124, provocaba la activacién

de SHH, desencadenando la activacion de VEGF.

Por otra parte, también hay estudios donde no solo se recurre a modelos de
hipoxia, sino que se usan modelos de pretratamiento con alguna molécula
bioactiva, farmacos o drogas; en el afio 2023, Pu y colaboradores (90), realizaron
un pretratamiento de células madre mesenquimales de cordén umbilical (huMSC)
con nicotinamida mononucleétido (NMN), ya que existen estudios que sugieren
gue la NMN podria proteger al miocardio del envejecimiento inducido, el dafio
post-isquemia y el tratamiento con doxorrubicina. El experimento fue realizado en
dos modelos diferentes, el primero, con células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC), donde los resultados sugieren que las EVs resultantes del
pretratamiento contribuyeron a la proliferacidon, migracion y angiogénesis en dichas
células, y el segundo mediante un modelo animal de infarto, donde se inyectaron
las microvesiculas derivadas de las NMN- huMSC, en la periferia del area de
infarto, demostrando que el area de fibrosis se vio reducida asi como la apoptosis
celular, gracias a un mecanismo de angiogénesis. También es importante
mencionar que las EVs derivadas de las NMN- huMSC, contaban con miR-210, un
microRNA de gran interés, ya que se ha propuesto que cuenta con mecanismos
de cardioproteccién y de regeneracion (45, 47, 56-59, 90). Otro ejemplo que
sugiere que las vesiculas extracelulares pueden ser usadas como terapia
regenerativa fue dilucidado por Zhu y colaboradores en 2021 (109), cuando
obtuvieron exosomas a partir de huMSC, que expresaban factor inhibidor de la
migracion de macrofagos (MIF), mostrando asi la capacidad de reducir el area de
fibrosis, promover la formacion de capilares e inhibir la apoptosis; al igual que en
el caso anterior, estos exosomas contaban con la presencia de un microRNA con

potencial cardioprotector y regenerativo, de manera especifica, miR-133a-3p.
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Para robustecer las premisas anteriores de que las EVs y los microRNAs pueden
ser usados para la creacion de terapias para tratar los sintomas post 1AM, en la
actualidad existen muchas técnicas que son usadas con el objetivo de producir a
gran escala vesiculas extracelulares, ya que este proceso también es una parte
importante para la implementacion de estas estructuras biolégicas como terapia
(98). Algunas de las técnicas que han sido investigadas son el cultivo celular
tridimensional, estimulacién quimica, estimulacion fisica, manipulacion genética y
la modificacion fisiolégica, aunque algunos estudios sugieren que se pueden
explorar otras técnicas de tipo estimulacién fisica como la sonicacion, la cavitacién
por nitrdgeno y la extrusibn de membrana porosa para producir vesiculas similares
a las EVs conocidas como nanovesiculas miméticas de EVs, las cuales cuentan

con funciones y caracteristicas similares a las EVs naturales (98) (Ver Figura 11).

En el rubro de la manipulacibn genética, existe la posibilidad de cambiar el
contenido de las vesiculas extracelulares mediante la ingenieria genética, para
hacer uso de agentes terapéuticos especificos como proteinas, lipidos o los
microRNAs (98, 108), y realizar combinaciones de técnicas para poder producir a

una escala mayor la cantidad de vesiculas extracelulares que se desee.
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Figura 11. Produccion escalable de vesiculas extracelulares. Esquema completo de las
estrategias de produccién a gran escala de vesiculas extracelulares descritas hasta el momento.
Modificacion y traduccion de Scalable Production of Extracellular Vesicles and Its Therapeutic
Values: A Review. (98) [Imagen]. Imagen creada en https://biorender.com/.

Otra caracteristica positiva que se puede encontrar en la literatura es la
sugerencia de que la terapia basada en EVs y microRNAs ha mitigado algunas de
las preocupaciones relacionadas con las terapias basadas en células, entre las
cuales se encuentra un bajo riesgo de malignidad, la capacidad de cruzar barreras
biologicas y un bajo perfil inmunogénico (98, 108, 109), lo que brinda una idea de
cuan amplio es el panorama de estudio de las EVs y los microRNAs en el infarto

agudo de miocardio.

Existen también limitaciones importantes en esta area, ya que los experimentos
siguen formando parte de la fase preanalitica, al menos en cuanto al IAM; en el
caso de enfermedades como el cancer, se tiene contemplada la realizacion de
pruebas clinicas con vacunas basadas en la produccién de EVs derivadas de

células dendriticas y melanoma que expresan ovoalbimina (100, 101, 108).
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Otra de las limitaciones con las que cuentan los estudios es que el contenido y la
funciébn de las EVs va a depender de las propiedades metabdlicas de los
donadores, o las condiciones del medio, las cuales dificultarian el proceso de

manufactura (108).

Cabe aclarar que aun se necesitan mas estudios, esto debido a que los
microRNAs no cuentan con solo un blanco molecular, lo que complica el
establecimiento de una terapia con uno o varios microRNAs, ya que se podrian

tener efectos secundarios.
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XI.

Conclusiones

La literatura consultada sugiere una posible aplicacion terapéutica de las
EVs y algunos microRNAs para tratar la lesion provocada por 1AM, asi
como su uso como biomarcadores para el diagndstico temprano y de
evidencia del grado de dafio por IAM.

En el presente trabajo se describieron algunos de los mecanismos por los
cuales las EVs y los microRNAs participan en el desarrollo de un infarto
agudo de miocardio, siendo estos: el potencial pro-coagulante vy
proinflamatorio que puede comprometer ain mas el sitio de infarto y poner
en riesgo de muerte a un paciente, hasta la cardioproteccion mediante la
angiogénesis, el potencial regenerativo post-isquemia, la reduccion de la
inflamacion, envejecimiento y muerte celular, convirtiéndolos en posibles
agentes terapéuticos teniendo iguales o mejores resultados que los
trasplantes celulares.

Con base en la informacion actual sobre biomarcadores también se reporté,
el posible uso de las EVs y ciertos microRNAs como biomarcadores
prondsticos por su sobreexpresion cuando existe un dafio al miocardio;
aunado a esto, la falta de biomarcadores mas especificos para demostrar
un dafio al miocardio crea la necesidad de buscar biomarcadores
adicionales.

Aunque aun queda mucho por delante en este camino hacia la
implementacion de las EVs y los microRNAs como agentes terapéuticos o
biomarcadores, se debe tener en cuenta que son herramientas que
necesitan mejorar en cuanto a su efectividad y su tipo de produccién y que
también deben ser considerados otros factores como la edad, el género, el
tipo de poblacién, los antecedentes genéticos, y los co-tratamientos, para
que en futuros experimentos, puedan ser aplicados con tasas altas de éxito

a pacientes propensos o que sufrieron un IAM.
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