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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en los paises
desarrollados. Es por ello, que se necesitan herramientas cada vez mds precisas y rapidas para
poder abordarlas, desde el punto de vista diagndstico y terapéutico, de la manera mas rapida
posible.

Los biomarcadores son herramientas que nos ayudan a este propdsito gracias a sus
caracteristicas y facilidad de medicién.

La investigacion de nuevos biomarcadores es un campoen auge que nos puede proporcionar
nuevas perspectivas diagndsticas y terapéuticas en el tratamiento de estas enfermedades,
como por ejemplo los microRNAs y las microparticulas.

Palabras clave: biomarcador, aterosclerosis, diagndstico, prondstico, tratamiento, micro-RNA,
microparticulas

Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in developed countries. It is for this
reason, that precise and fast tools are needed in order to approach them, from both diagnostic
and therapeutic points of view, in the fastest possible way.

Biomarkers are tools that help us to this end thanks to their characteristics and ease of
measurement.

The investigation of new biomarkers is a booming field that can provide us with new diagnostic
and therapeutic perspectives in the treatment of these diseases, such as microRNAs and
microparticles.

Key words: biomarker, atherosclerosis, diagnosis, prognosis, treatment, micro-RNA,
microparticles

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de desérdenes del corazén y de los
vasos sanguineos de distinto calibre que se consideran la principal causa de muerte en el
primer mundo.

Segun su localizacién se clasifican en [1]:

1. Cardiopatias

e Fallo cardiaco y cor pulmonale
e Cardiopatia congénita

e Valvulopatias

e Cardiomiopatia y miocarditis
e Enfermedad del pericardio
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e Arritmias

e Shock cardiogénico

e Muerte subita cardiaca
e Cardiopatia reumatica
e Tumores delcorazén

2. Enfermedades de los vasos sanguineos

Ateroesclerosis
e Desordenes del metabolismo de lipoproteinas
e Cardiopatia coronaria
- Angina de pecho
- Sindrome coronario agudo
e Enfermedad cerebrovascular:
- lIctus
- Isquemia transitoria
- Anormalidades cerebrovasculares
e Hipertension arterial
e Enfermedades de la aorta
e Enfermedades vasculares de las extremidades

La cardiopatia coronaria y la enfermedad cerebrovascular son las principales causas de
muerte dentro de las enfermedades cardiovasculares y presentan, en la mayoria de los casos,
un origen comun: la aterosclerosis.

2.1 Epidemiologia

Las cifras de muerte por enfermedades cardiovasculares irdn en aumento en los préximos
afios, como consecuencia de la mayor longevidad de la poblacién. A continuacion, indico los
datos mas actualizados proporcionados por la Fundacién del Corazén en este mismo aio [2].

e Cifras globales:

= 2008: 17,3 millones de muertes debido a enfermedades cardiovasculares, lo
que representa un 30% del total de muertes registradas en elmundo.

= 2015: 17,7 millones de muertes debido a enfermedades cardiovasculares, lo
que representa un 31% del total de muertes registradas en elmundo.

= 2030: se estima un total de 23,3 millones de muertes debido aenfermedades
cardiovasculares, principalmente debido al envejecimiento de lapoblacién.

e EnEspaia:

En el dltimo informe Defunciones segun la causa del Instituto Nacional de Estadistica
(INE) se advierte de que en Espafia la enfermedad cardiovascular es también la
primera causa de muerte, por delante incluso del cancer y las enfermedades
respiratorias.
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Segun los datos aportados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), la incidencia
de las enfermedades segun el sexo seria superior en mujeres que en hombres.

= Mujeres: 67.736 fallecimientos anuales
= Hombres: 56.461 fallecimientos anuales

Esto supone un 6% mas de muertes entre las mujeres.
2.2 Aterosclerosis

Como se ha mencionado anteriormente, la aterosclerosis es la causa subyacente en el
desarrollo de estas enfermedades cardiovasculares.

La aterosclerosis se trata de una enfermedad crdnica inflamatoria que afecta principalmente
a las arterias de mediano y gran calibre.

La lesién inicial comienza con la formacidn de una estria grasa en la pared arterial, una lesion
basicamente inflamatoria que contiene macrofagos vy linfocitos T.

La aterosclerosis se inicia con en la disfuncion endotelial, que se trata de un desequilibrio en
la liberacién de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores y la expresiéon de moléculas de
adhesion. Esta disfuncién endotelial se produce como consecuencia de un dafno al endotelio
por diferentes factores, como: radicales libres, LDL, homocisteina, infecciones...

Este dafio al endotelio provoca que células inflamatorias como monocitos, linfocitos T y
macroéfagos sean reclutadas por la liberacién de factores quimiotacticos y se adhieran al
endotelio vascular. A continuacién, pueden migrar al espacio subendotelial. Ademas, este
dafio al endotelio hace que éste libere numerosas moléculas vasoactivas como citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento, que contribuyen al proceso inflamatorio.

Estainflamacién en el endotelio provoca la migracion y proliferacién de las células de musculo
liso vascular (VSMC) haciendo que la estria grasa se engrose cada vez mas en la pared arterial.

La inflamacion crénica hace que se genere un medio pro-aterogénico el cual hace que el
numero de células inflamatorias aumente, se acumulen lipoproteinas y esto estimulara la
diferenciacién de monocitos en macréfagos y a su vez a medida que van capturando las LDL
modificadas se transformaran en las células espumosas.

A medida que avanza la inflamacién se favorece la agregacién plaquetaria, y posteriormente
se le sumard colageno y mas células musculares. Esto hace que la pared arterial se engrose
cada vez mas provocando la reestructuracién a una capa fibrosa que cubre a un nucleo de
lipidos y necrosis, generandose una lesién mas avanzada, fibroateroma, que puede dar lugar
a isquemia [3,4].

Los factores de riesgo cardiovascular han sido y son utiles herramientas para predecir el
riesgo de sufrir un evento cardiovascular [5].

Nos podemos encontrar con dos formas diferentes de clasificar a los factores de riesgo
cardiovascular segun sean modificables o no [6].

Los factores no modificables son los siguientes:
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e Edad
e Sexo
e Genética

Por su parte, los factores de riesgo modificables son:

e Hiperlipidemia (en especial la hipercolesterolemia)

e Tabaquismo

e Diabetes mellitus

e Ejercicio
Para la prevenciéon primaria de estas enfermedades es necesario cuantificar el riesgo
cardiovascular, que se refiere a “la probabilidad que tiene una persona de desarrollar

enfermedad aterosclerética en un tiempo definido” [7].

Este riesgo cardiovascular no solamente se puede estimar a través de los factores de riesgo
cardiovasculares sino también a través de la presencia de biomarcadores.

2.3 Biomarcadores

Definicién

En el afio 2001, el National Institutes of Health (NIH), establecid la definicion de biomarcador
como una caracteristica objetivamente medida y evaluada como indicador de procesos
normales o patoldgicos, o una respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica.

Puede ser una sustancia bioquimica a partir de una muestra bioldgica o un registro (presion
arterial, electrocardiograma, Holter) o un examen de imagen (ecocardiografia, tomografia
computarizada).

Un biomarcador permite conocer y estratificar el riesgo, conocer la progresién de la
enfermedad, asi como el estado del paciente en cuantoa la clinica gracias a su capacidad para
poder ser medido de manera objetiva [8].

Nos podemos encontrar con tres tipos de biomarcadores: [9]

o Screening: permiten identificar a los pacientes vulnerables
o Prondstico/tratamiento
o Diagnéstico: nos permiten identificar el dafio.

Las caracteristicas que debe tener un biomarcador son distintas en funcion del uso que se
pretende que tenga dicho biomarcador:



Diagnéstico
Econdmico

Alta sensibilidad

No presente en suero
normal o tejido no cardiaco

Larga vida media (t1/2)

Proporcional a la extension
de la enfermedad

Alta especificidad por el
tejido (miocardio)

Prondstico
Alta especificidad

Limites de referencia
conocidos

Poca variabilidad
interindividual

Cambios en el biomarcador
implica cambios en la
gestion de la enfermedad
(afecta a la eleccidn de
farmacos y a cambios en la
dosis)

Screening
Alta sensibilidad

Especificidad
Valores predictivos
Econdmico

Alto indice de verosimilitud

Tabla 1. Caracteristicas de biomarcadores

2.4 Biomarcadores clasicos

Biomarcadores de lesion miocdrdica

Troponinas cardiacas (cTn): se trata de un complejo proteico formado por tres
subunidades, l1a T, laly la C. Las subunidades T e | son utilizadas como biomarcadores
de lesiéon miocardica.

Cuando se produce un dano en el miocardio las troponinas citosdlicas alcanzan el
torrente sanguineo rdpidamente y se produce un pico de troponinas plasmaticas en
las primeras horas.

Las troponinas son altamente cardioespecificas, sobre todo la subunidad I. La
prolongada elevaciéon (4-14 dias) las hace un buen biomarcador en pacientes
ingresados después de un IAM [10].

Son por todas estas caracteristicas una de las mas utilizadas como biomarcadores de
dafio miocardico.

La Creatina Kinasa:_|a creatina-kinasa consta de 3 isoenzimas: CKBB, CKMB, CKMM. La
que se encuentra en mayor proporcion en el miocardio es CK-MB por lo que se ha
utilizado como biomarcador en pacientes con sospecha de infarto agudo de miocardio
(IAM). La cinética plasmdtica de la misma proporciona informacién util con respecto a
la extension y el tiempo de inicio de este, generdndose el pico a las 16-20 horas.
También tiene valor predictivo en pacientes con angina inestable. Sin embargo, este
biomarcador tiene limitaciones como por ejemplo que no es exclusiva del musculo
cardiaco. También se eleva cuando hay daio en el musculo esquelético [10].

Mioglobina estamos ante un biomarcador que se puede utilizar como diagndstico de
dafo miocardico. Sin embargo, no es especifico del corazén lo que limita bastante su
uso. Se libera muy rapidamente al torrente sanguineo, incluso mas que las dos
anteriores. Todo esto hace que sea de utilidad cuando sus valores son negativos puesto
que permite descartar un infarto agudo de miocardio (IAM)[11].
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Lactato deshidrogenasa (LDH): al igual que la mioglobina, esta molécula no es
especifica del corazon, lo que limita por tanto su utilidad como biomarcador
prondstico y/o diagnostico de dafio miocardico. Al aparecer tarde en sangre, puede
ayudar a un diagnostico tardio de un sindrome coronario agudo[11].

Biomarcadores de inflamacion

La inflamacidén es un proceso clave en el inicio, desarrollo y progresion de la aterogénesis. En
placas avanzadas, se ha descrito como placas mas inestables, vulnerables y mas susceptibles
de sufrir una rotura y desencadenar el evento agudo, presentan un mayor contenido
inflamatorio [12]. Es por ello por lo que numerosos biomarcadores del proceso inflamatorio
pueden servir para el prondstico y diagnéstico de enfermedades cardiovasculares.

Proteina-C reactiva (PCR): la concentracién de este biomarcador aumenta muy
rdpidamente e incluso cuando solamente existe sintomatologia. Su inconveniente es
gue su concentracion también se puede elevar en otras situaciones inflamatorias que
nosean cardiacas. Aun asies uno de los marcadores mas empleados para diagnosticar,
y también en el prondstico de enfermedades cardiovasculares [11].

Marcadores lipidicos: como por ejemplo las LDL (low density lipoproteins). Estas
moléculas son transportadores de colesterol y son propensas a oxidarse y acumularse
en el interior del endotelio. Altos niveles de estas moléculas puedes correlacionarse
con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y por tanto seria como
biomarcadores prondsticos. Por otro lado, nos encontramos con las HDL (High Density
Lipoproteins), que son las responsables del transporte reverso del colesterol. Asi
niveles elevados de HDL se consideran cardioprotectores [11].

Mieloperoxidasa (MPO): se trata de una enzima que se encuentra principalmente en
el interior de fagocitos y cuya funcién es catalizar la reaccién de conversién del
peréxido de oxigeno y del ion cloruro a acido hipocloroso. Esta reaccién va aprovocar
un dano oxidativo en las células que finalizara con la formacion de las células
espumosas y por tanto favorecerd la desestabilizacion de la placa y se puede
considerar por tanto un biomarcador no solo de inflamacidn sino de placa inestable
[13].

sCDA4O0L: se sabe que el ligando CD40 al unirse a su receptor en las células endoteliales
genera efectos proinflamatorios y ademas tiene efectos sobre la coagulacion. Esta
unién hace que se liberen diferentes moléculas como son las metaloproteasas que
degradanelcolageno favoreciendo la desestabilizacién de la placa aterosclerética [14].

Biomarcadores de disfuncion cardiaca o estrés de miocitos

Péptidos natriuréticos: se tratan de hormonas que se sintetizan principalmente en los
miocitos. Se libera cuando hay estrés hemodinamico. Los niveles de éstos son un buen
predictor de supervivencia en pacientes con un fallo cardiaco agudo descompensado.
Por otro lado, parecen ser Utiles en el diagndstico y en la estratificacidon del riesgo en
pacientes con fallo cardiaco crénico. También son utiles en el cribado de sujetos
asintomaticos en riesgo de desarrollar fallo cardiaco [15].
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2.5 Nuevos biomarcadores

En los ultimos afios se han ido descubriendo nuevos biomarcadores, que, junto a los ya
conocidos, nos permitirdn en un futuro un rapido reconocimiento o estratificacion del riesgo
de un individuo a sufrir un evento cardiovascular, asi como a establecer el tratamiento
adecuado.

Entre estos nuevos biomarcadores se encuentran:
¢ miRNAS

e MPs: microparticulas

2.5.1 Micro-RNAs

Definicion
Los microRNAs o miRNAs se tratan de unas moléculas de RNA no codificantes y cortas
(aproximadamente 22 nucleétidos) [16].
Los miRNAs van a regular la expresion génica a nivel post-transcripcional. Esto lo pueden hacer
en dos mecanismos diferentes en funcién del grado de complementariedad con el RNA
mensajero o en funcion del nimero y accesibilidad de los sitios de unién[16]:

o Inhibiendo la traduccién

o Induciendo la degradacién del mRNA.

Biogénesis de los miRNAs

o Dicer
s TRBP/PACT

.
cleavage to miRNA
ex

pri-miRNA ol
transcription to iRNA
e = e e e e e o

5

Drosha
DGCR8

loading of mature
miRNA into miRISC

v

o

delivery of miRNA-RISC
complex to 3 TR of mRNA

i ) . y ) - @

Figura 1. Diagrama esquematico de la via de sintesis candnica de los miRNA. Adaptado de
Lawrie, CH (2007) Br J Haematol 136 (6): 503-512.
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Los miRNA son transcritos dando lugar a los miRNA primarios conocidos como pri-microRNAs
por una RNA polimerasa tipo Il.

Estos pri-miRNAs sufren en el nicleo una escision por Drosha, una RNAasa tipo Il para formar
unas estructuras de unos 60-110 nucleétidos en forma de horquilla conocidas como pre-
microRNAs, con la ayuda del cofactor DGCRS.

Estos pre-miRNAs son exportados del nucleo al citoplasma por Exportina-5.

El pre-miRNA, ahora citoplasmatico, sufre una escisidn por Dicer, otra RNA tipo Ill para formar
un intermediario de doble cadena que consiste en una secuencia de miRNA madura y una
cadena pasajera antisentido. Dicer necesita los cofactores TRBP (del inglés, TAR RNA-binding
protein) y PACT (del inglés protein kinaseinterferon-inducible doubled stranded RNA
dependent activator)

El duplex anterior es incorporado al complejo miRISC donde la cadena que sera la madura es
retenida por el complejo y la cadena pasajera se cree que es degradada por una nucleasa.

El complejo miRISC es guiado por la secuencia de miRNA hacia la secuencia complementaria
del mRNA diana.

Esta es la via de sintesis de miRNAs mayoritaria en animales y se conoce como via candnica.
Sin embargo, existe otra via minoritaria conocida como no candnica [17].

2.5.2 Microparticulas

Definicion

Las microparticulas se definen como estructuras similares a vesiculas derivadas de la membrana celular
que se liberan al espacio extracelular tras la activacion o apoptosis de las células que las originan. Estas
microparticulas tienen untamafo de aproximadamente 0,1-1.0 um [25].

Las microparticulas contienen en su interior material citoplasmatico de la célula como, por
ejemplo, proteinas, mRNA, y lipoproteinas, que sera importante a la hora de identificarlas

[26].

La formacién de las microparticulas no esta del todo esclarecida, pero se cree que existen dos
factores importantes en su proceso de sintesis:

1. Ladesorganizacidén del citoesqueleto de la célula [25].
2. Lapérdida de la asimetria de fosfolipidos en la membrana celular con la expresién
de fosfatidilserina en su parte externa [27].

Nos encontramos con tres tipos de microparticulas principalmente:

o PMP, del inglés platalet microparticles
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o EMP, del inglés endothelialmicroparticles
o MMP, del inglés monocytemicroparticles

Las microparticulas derivadas de plaquetas o PMP, son las que se encuentran en mayor
proporcion en el plasma, mientras que las microparticulas endoteliales o EMP corresponde a
una menor poblaciéon en plasma. Por otro lado, las MMP son microparticulas originadas a
partir de la apoptosis o activacién de los monocitos [26].

3. OBIJETIVOS
El objetivo de este trabajo es, mediante una detallada revisidon bibliografica, analizar la

posibilidad que tienen los nuevos biomarcadores que estan en investigacion de servir para el
diagnéstico y prondstico de las enfermedades cardiovasculares.

Paraello, nos hemos centrado en aquellos biomarcadores de los que hoy en dia hay una mayor
investigacion como son los micro-RNAs y las microparticulas.

4. METODOLOGIA

Para llevar a cabo este trabajo se realizd una busqueda bibliografica de los principales
biomarcadores cardiovasculares que se utilizan hoy en dia, asi como diversos estudios de
investigacion de nuevos biomarcadores como los micro-RNAs y las microparticulas. La
informacién se ha obtenido de diversas bases de datos como Pubmed, Google académico,
biblioteca UCM (Universidad Complutense de Madrid) entre otros buscadores de articulos
online.

También se han utilizado paginas web oficiales como la Asociacion Espanola de Cardiologia,
Fundacién Espafiola del Corazén, National Institutes of Health (NIH) y la pagina web de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 MicroRNAs
Los miRNAs como nuevos biomarcadores

Nos podemos encontrar con dos tipos de miRNA: los intracelulares y los circulantes.

Estos ultimos provienen de células sanguineas y de varios tejidos diferentes como
pulmadn, corazdn, higado y rifiones. A diferencia de los miRNA intracelulares, los miRNA
circulantes muestran una remarcada estabilidad y resistencia a la degradacién por la
actividad de RNAasas enddgenas, debido a que se cree que residen en microvesiculas
incluyendo exosomas, microparticulas y cuerpos apoptéticos, los cuales les protegen de
la actividad RNasa [16].

-11 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Esta estabilidad de los miRNAs circulantes hace que se puedan detectar de forma facil en
muestras bioldgicas de sangre (plasma/suero) u orina de una manera minimamente
invasiva [18].

Esto hace posible su deteccion por diversos métodos como son la PCR a tiempo real, que
permite la deteccién de muy bajas concentraciones de miRNAs. Otros métodos como
microarrays también son utilizados, asi como métodos de hibridacidn in situ (FISH) [19].

También la relativa alta estabilidad de miRNA en tejidos y biofluidos (por ejemplo,
plasma, suero, orina, saliva, etc.) han posicionado la cuantificacién de miRNA como una
nueva herramienta prometedora para una amplia gama de aplicaciones de diagnéstico.
Se ha demostrado que los miRNAs del plasma se mantienen estables aiin sometiéndolos
a ciertas condiciones que, normalmente degradan a los RNAs, como ebullicién, niveles
de pH muy bajos o altos, almacenamiento prolongado y 10 ciclos de congelacidn-
descongelacion [20].

Los miRNAs en enfermedades cardiovasculares (ECV)

Debido a la participacién de los microRNAs como reguladores en numerosas vias
metabdlicas, su relevancia a nivel clinico se hace cada vez mas importante [21].

Como ya se ha mencionado, la aterosclerosis se inicia cuando se produce un dafioy
activacion del endotelio, lo cual conduce a diversos procesos como la infiltracion y/o
proliferacion de las células endoteliales y de las células de musculo liso vascular (VSMC),
apoptosis de células endoteliales, presencia de otras células inflamatorias en la pared de
los vasos sanguineos, entre otros, que conduce a un proceso inflamatorio que finalizara
al final a la formacidn de la placa aterosclerdtica.

La aterosclerosis es, por tanto, uno de los principales factores subyacentes de las
enfermedades cardiovasculares, y por ello describiremos los principales miRNAs que
estdn involucrados en dicho proceso.

Los miRNAs pueden ser significativos en la desregulacién que afecta a la integridad del
endotelio, la funcién del musculo liso vascular y células inflamatorias, asi como a la
homeostasis celular del colesterol que conduce al inicio y crecimiento de la placa de
ateroma [22].

= miRNAs en el endotelio:

o Migracion y proliferacion
La migracion y proliferacion de células endoteliales son procesos criticos en el
desarrollo de aterosclerosis.

Nos encontramos con miRNA que inhiben ambos procesos, como miR-152 y
otros que favorecen como miR-135b-5p y miR-499-3p.

Por otro lado, miR-21 inhibe la proliferacion de las células endoteliales y miR-
126-5p y miR-495 la activa.
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MiR-155, miR-221 y miR-222 inhiben la migracién de células endoteliales y
miR.150 la favorece [23].

o Senescencia
El envejecimiento vascular estd intimamente relacionado con alteraciones en
los procesos biomecdnicos y estructurales de las células endoteliales.

Estas alteraciones en las células endoteliales, debido al envejecimiento, estén
relacionadas con aterosclerosis incluyendo factores que favorecen la
aterogénesis, como son la disfuncion endotelial y un incremento de la
respuesta inflamatoria.

Algunos miRNA, incluyendo miR-217, miR-30, miR-146a, miR3-4a, entre otros,
juegan papeles importantes en el envejecimiento del endotelio favoreciendo
la senescencia de este [22].

o Apoptosis de células endoteliales
La apoptosis de células endoteliales juega un papel muy importante en el inicio
y progresién del desarrollo de la lesidn aterosclerdtica.

Evidencias sugieren que numerosos miRNA estan implicados en mecanismos
regulatorios de la apoptosis de las células endoteliales, tanto con efectos anti-
apoptaoticos, por ejemplo, miR-132, como pro-apoptdticos donde destaca miR-
495 [22].

= miRNAs y células de musculo liso vascular (VSMC)

o Diferenciacion, proliferacion y migracion de células de musculo liso vascular
Estas células son el tipo celular mas abundante en el interior de la pared arterial
y estdn involucradas en el desarrollo del procesoaterosclerético.
Ciertos procesos como puede ser la apoptosis de las células endoteliales, entre
otros, pueden favorecer la migracién de estas células desde la capa media de
los vasos hasta la capa intima, donde pueden proliferar favoreciendo la
formacidn de la capa neointima y la placa, contribuyendo a la progresion de la
aterosclerosis [24].

Algunos miRNAs que favorecen la diferenciacion de VSCMs son miR-663, miR-
23b, miR-18a-5p.
Otros que la inhiben son miR-26a, miR-143, miR-145 [23].

=  miRNAs, monocitos/macréfagos e inflamacién
Como ya se ha mencionado, la aterosclerosis es un proceso inflamatorio créonicoy
por ello células inflamatorias como los monocitos y macréfagos juegan un papel
esencial en el desarrollo de la placa aterosclerética.

o miRNAs que regulan la diferenciacion de los monocitos
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Un gran numero de miRNAs pueden favorecer la diferenciacion de los
monocitos, por ejemplo, miR-155, miR-222, miR-424, miR-503, miR-199a-5p
[23].

o miRNAs y respuesta inflamatoria mediada por macréfagos

La evidencia de que algunos miRNA estan asociados con la respuesta
inflamatoria mediada por macréfagos es cada vez mas creciente. Por ejemplo,
se esta estudiando la relacidén entre miR-155 y dicho proceso inflamatorio.
Otros miRNA que se conoce que pueden ser reguladores positivos de esta
respuesta inflamatoria mediada por macréfagos son miR-342-5p y miRNA-382-
5p. Otros se conoce que la inhiben como miR-146, miR-21, miR-590 y miR-
124a [23].

miRNAs en la homeostasis y regulacion del metabolismo del colesterol
Uno de los factores que contribuye a la progresidn y a la inestabilidad de la placa
aterosclerdtica es su contenido en colesterol.

Se han encontrado diferentes microRNAs relacionados con el metabolismo del
colesterol y que pueden servir como herramientas diagndsticas o terapéuticas del
proceso aterosclerético. Por ejemplo, miR-122 disminuye el colesterol plasmatico.
miR-185 se conoce que disminuye la sintesis de novo del colesterol actuando sobre
varias vias metabdlicas del mismo incluyendo el receptor de las LDL. miR-27 puede
favorecer este proceso aterosclerdtico al aumentar el colesterol plasmatico por
inhibicion del receptor LDL. También se cree que disminuye la captacién de colesterol
a nivel intracelular [24].

Con respecto a la homeostasis del colesterol, miRNAs-33a/b se cree que son
reguladores clave de esta y por tanto pueden favorecer el desarrollo de la placa
aterosclerdtica [22].

miRNA Funcién Referencia

miR-152 Inhibir  proliferacién vy [23]

migracion de EC

miR-135b-5p; miR-499-3p  Favorecer proliferaciony [23]
migracion de EC

miR-155; miR-221; miR- Inhibir la migracién de EC [23]

222

miR-150 Favorecer migracion de EC [23]

miR-217; miR-30; miR- Senescencia del endotelio [22]

1462; miR-3-4a

miR-132 Efecto anti-apoptdtico de [22]
las EC

miR-495 Efecto pro-apoptético de [22]
las EC

miR-663; miR-23b; miR- Favorecer diferenciacion [24]

18a-5p de VSMCs
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miR-26a; miR-143; miR- Inhibir diferenciacién de [24]
145 VMSCs

miR-155; miR-222; miR- Favorecer diferenciacion [23]
424; miR-503; miR-1992- de monocitos

5p

miR-146; miR-21; miR- Reguladores negativos de [23]
590; miR-124a la respuesta inflamatoria

miR-342-5p; miR-382-5p Reguladores positivos de la [23]

respuesta inflamatoria

Tabla 2. miRNAs implicados en el proceso aterosclerético

5.2 Microparticulas (MPs)

Las microparticulas como nuevos biomarcadores

Se han detectado elevados niveles de MPs en personas bajo ciertos estados patoldgicos tales
como aterosclerosis, sindrome coronario agudo, sepsis y diabetes. Todas estas patologias
implican un proceso inflamatorio y estan asociadas a una disfuncién vascular. Se cree que las
MPs son responsables de la activacidon de genes inflamatorios responsables de la liberacidn de
citoquinas que estaran implicadas en la formacion de las patologias anteriormente
mencionadas [28].

Por lo tanto, la identificacion de estas microparticulas, puede ser una herramienta util en la
deteccién de enfermedades cardiovasculares debido a la implicacién de estas en procesos
inflamatorios.

La identificacion y medida de las MPs se lleva a cabo principalmente mediante citometria de
flujo a partir de una muestra de sangre [29].

Microparticulas y enfermedades cardiovasculares

Las MPs pueden participar e iniciar un proceso inflamatorio.

Un estudio realizado por Patel et al., ha demostrado que las células endoteliales tratadas con
t-butilhidroxiperdxido liberaban vesiculas que contenian agonistas de neutrdfilos. Es decir,
liberaban EMPs que contenian sustancias capaces de activar a neutrdfilos y que
posteriormente causarian que estos se adhirieran y migraran a la pared vascular [30].

Evidencias experimentales muestran comolas EMPs producen especies reactivas de oxigeno,
ROS, en el endotelio [31] lo cual favorece el estrés oxidativo cldsico de la aterosclerosis.

La cadherina vascular endotelial (VE)-cadherin o también conocida como CD-144, se trata de
una molécula de adhesion endotelial muy importante para la regulacién de procesos comola
proliferacidn y apoptosis celular y la modulacién de las funciones del receptor del factor de
crecimiento endotelial [32], todos ellos procesos que favorecen laaterosclerosis.
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Un estudio realizado por Hidenobu Koga et al., demuestra como las EMPs de las que
contienen CD-144 estdn relacionadas con disfuncién y dafio endotelial. Se ha demostrado
como en pacientes con diabetes mellitus y sindrome coronario agudo tienen mayores
niveles de estas microparticulas en comparacién con sujetos que sufren diabetes mellitus
sin sindrome coronario agudo [33].

Todos estos procesos son clave en el inicio o progresion de la aterosclerosis.

La exposicion al humo del tabaco incrementa la posibilidad de sufrir un evento
aterosclerdtico, entre otros.

Se ha demostrado que la exposicion al tabaco en un factor importante en la liberacion de
microparticulas a partir de monocitos (MMPs). Estas microparticulas tienen una alta
capacidad pro-coagulante que involucra una via de sefalizacion extracelular denominada
ERK. La activacion de esta via se cree que provoca lamigracién y proliferacion de las células
de musculo liso vascular, lo cual es un evento importante en la progresién de la placa
aterosclerdtica [34].

A su vez, esta actividad pro-coagulante de las EMPs va a dar lugara una mayor disfuncién
endotelial y por tanto, también favorece la progresion de laaterosclerosis.

También, se ha demostrado como estas MMPs inducen la expresion de la éxido nitrico
sintasa (iNOS) lo que va a provocar una sobreproduccién de éxido nitrico [31]. La
sobreestimulaciéon de la iNOS juega un papel muy importante en la inflamacion vascular al
generar una gran cantidad de éxido nitrico, lo que acabara favoreciendo la disfuncién del
endotelio.

Por su parte, las PMPs se liberan principalmente debido a la activacion de las plaquetas.
La activacion se produce gracias a la accion de agonistas como colageno, trombina,
lipopolisacéridos, virus, entre otros [35].

La neovascularizacion se cree que es un proceso importante en el desarrollo de
aterosclerosis y por tanto la angiogénesis adquiere una gran relevancia [36].

Existen evidencias de que las PMPs estan relacionadas con la angiogénesis dado el papel
que tienen las plaquetas en dicho proceso al liberar factores que promueven el
crecimiento de los vasos sanguineos. Esta tarea también puede ser realizada por las
microparticulas liberadas por las plaguetas. Se ha visto que pueden liberar en el endotelio
factores de crecimiento vascular como VEGF y por tanto van a favorecer también la
formacion de la placa aterosclerdtica [37].

Porotro lado, evidencias clinicas y experimentales muestran que la ciclooxigenasa 2 (COX-
2), una enzima que cataliza la generacién de prostaglandinas a partir del acido
araquidonico, también contribuye al desarrollo de aterosclerosis [38].

Un estudio demuestra como las PMPs contienen acido araquiddnico induciendo la
expresion de la COX-2, que dard lugar a la formacién de prostaglandinas inflamatorias que
intervendran en el proceso aterosclerdtico [39].

Se conoce que la adhesion de los monocitos al endotelio disfuncional y su posterior
migracién a través del mismo, convirtiéndose posteriormente en macréfagos, es un
proceso esencial en el desarrollo aterosclerético. Evidencias, muestran que las PMPs
promueven la adhesion de los monocitos al endotelio [40].
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Microparticula Funcidn en aterosclerosis Referencia

Favorece angiogénesis [37]

Induce expresion de COX-2 [38]
PMP Favorece adhesion de [40]

monocitos al endotelio

vascular

Activacién via ERK [34]
MMP Accion pro-coagulante [34]

Expresion iNOS [31]

Activacion de neutrofilos [30]
EMP Sintesis de ROS [31]

Contiene CD-144 [33]

favoreciendo la disfuncion

endotelial

Tabla 3. Papel de las MPs en la aterosclerosis

6. CONCLUSION

La investigacion de nuevos biomarcadores para poder aplicarlos a la practica clinica se
estd haciendo cada vez mas relevante.

El descubrimiento de biomarcadores como los micro-RNAs y las microparticulas nos estd
permitiendo no solo entender mejor la patogénesis de enfermedades como la
aterosclerosis si no poder, en un futuro, hacer un prondstico y diagnéstico rapido de las
mismas y descubrir dianas terapéuticas mas eficaces.

Los miRNA pueden llegar a ser una excelente herramienta diagndstica y prondstica
gracias a sus caracteristicas de especificidad y de gran estabilidad en los distintos fluidos
bioldgicos, asi como la gran capacidad de ser medidos por técnicas analiticas ya
existentes.

Por su parte, las microparticulas, aunque no todos los estudios y ensayos son
concluyentes pueden llegar a ser también excelentes métodos de diagndstico de
enfermedades cardiovasculares.
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